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KAZALO PREGLEDNIC 





Tarčni kovalentni zaviralci so spojine, ki s kovalentno vezavo na encim zavirajo njegovo 
delovanje. Kovalentna vez se vzpostavi med nekatalitičnim aminokislinskim ostankom v 
encimu in elektrofilno funkcionalno skupino kovalentnega zaviralca. Tarčne kovalentne 
zaviralce običajno načrtujemo s pripenjanjem elektrofilnih bojnih glav na že znane 
reverzibilne zaviralce. Monoamin oksidaza (MAO) je flavoencim, ki se nahaja na zunanji 
mitohondrijski membrani in katalizira deaminacijo aminov. Pri ljudeh poznamo dve 
izoformi MAO, in sicer MAO-A in MAO-B, ki imata 70 % strukturno podobnost, razlikujeta 
pa se po velikosti in obliki aktivnega mesta ter substratih, ki jih metabolizirata. Selektivno 
zaviranje encima MAO-A želimo doseči predvsem pri zdravljenju depresivnih stanj, ki so 
posledica pomanjkanja seratonina in noradrenalina. 
V sklopu magistrske naloge smo načrtovali in sintetizirali ireverzibilne selektivne zaviralce 
encima MAO-A, pri čemer smo kot osnovni skelet uporabili strukturo učinkovine 
toloksaton, ki je znan reverzibilen zaviralec MAO-A. S pripenjanjem vinil sulfonskega 
fragmenta kot elektrofilne bojne glave na ogrodje toloksatona smo želeli doseči kovalentno 
ireverzibilno vezavo s cisteinoma Cys321 in Cys323, ki se nahajata v bližini aktivnega mesta 
encima MAO-A in sta dokazano dobra nukleofila.  
Za pripravo derivatov toloksatona smo uporabili večstopenjsko sintezo, ki je obsegala šest 
sinteznih korakov, pri kateri sta bila ključna ciklizacija do oksazolidin-2-onskega obroča in 
oksidacija sulfida. Sintetizirali smo meta in para položajne izomere ter jim nato v 
biokemijskem testiranju na izoliranih rekombinantnih humanih MAO-A in MAO-B določili 
zaviralno aktivnost. Uspešno smo sintetizirali 6 končnih spojin (10, 14, 16, 18, 21 in 22). 
Najboljšo zaviralno aktivnost na MAO-A med načrtovanimi potencialno kovalnetnimi 
zaviralci je pokazala spojina 10 (IC50 = 32,66 ± 3,03 µM), ki v svoji strukturi vsebuje vinil 
sulfonski fragment na para mestu glede na oksazolidin-2-onski obroč. Dobre zaviralne 
lastnosti sta pokazali tudi spojini 21 in 22, ki pa imata elektrofilni fragment nadomeščen z 
metilno skupino. Za spojino 10 smo s testoma časovne odvisnosti zaviranja in testom 
reverzibilnosti pokazali, da ne deluje kot kovalenten, ampak kot nekovalenten reverzibilen 
zaviralec MAO-A.  
Ključne besede: tarčni kovalentni zaviralci, MAO-A, derivati toloksatona, vinil sulfonska 




Targeted covalent inhibitors are compounds which inhibit the activity of a given target by 
binding covalently to it. The covalent bond is formed between a non-catalytic amino acid 
residue of the enzyme and the electrophilic functional group of covalent inhibitor. Targeted 
covalent inhibitors are commonly designed by attaching the electrophilic warheads to known 
reversible inhibitors. Monoamine oxidase (MAO) is a flavoenzyme located at the outside of 
the mitochondrial membrane, and catalyses the deamination of amines. In humans, two 
isoforms of MAO are known, namely MAO-A and MAO-B, which have 70% structural 
similarity. Nonetheless, they differ in the size and shape of active site and the substrate 
specificity. Selective inhibition of the MAO-A enzyme is to be achieved primarily in the 
treatment of depressive conditions resulting from serotonin and norepinephrine deficiency. 
In the Master's thesis presented herein, we attempted to designe and synthesize irreversible 
selective inhibitors of MAO-A based on the structure of toloxatone, a known reversible 
MAO-A inhibitor. By attaching the vinyl sulfone fragment as electrophilic warhead to the 
toloxatone core, we sought to achieve covalent irreversible binding to cysteines Cys321 and 
Cys323 located near the active site of MAO-A enzyme that are proven to be good 
nucleophiles.  
A sequential synthetic path consisting of six steps was used to prepare toloxatone 
derivatives, in which cyclization to the oxazolidin-2-one ring and sulfide oxidation were two 
curcial reactions. Meta and para positional isomers were synthesized and evaluated 
biochemically on isolated recombinant human MAO-A and MAO-B. We successfully 
synthesized 6 final compounds (10, 14, 16, 18, 21 and 22). Compound 10 (IC50 = 32.66 ± 
3.03 µM), containing the vinyl sulfone fragment at the para position relative to oxazolidin-
2-one ring, was the most potent MAO-A inhibitor among the synthesized compounds. 
Compounds 21 and 22 that possessed the methyl group instead of the electrophilic moieties 
also displayed low micromolar inhibition of MAO-A. Despite bearing the electrophilic 
warhead, compound 10 inhibited MAO-A in a reversible and non-time-dependent manner 
as demonstrated by reversibility and inhibition time-dependency assays, respectively. 
Key words: targeted covalent inhibitors, MAO-A, toloxatone derivatives, vinyl sulfone 




aq vodna raztopina 
CDCl3  devteriran kloroform 
COX  ciklooksigenaza 
DKM diklorometan 
DMSO  dimetil sulfoksid 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
EtOAc etil acetat 
Et3N trietilamin 
Et2O dietil eter 
EtOH  etanol 
eq  molarni ekvivalen 
FAD flavinadenindinukleotid 
Hex  heksan 
hMAO humana monoamin oksidaza 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HRMS  masna spektrometrija visoke ločljivosti 
HRP hrenova peroksidaza 
Hz Hertz 
IC50 koncentracija zaviralca, ki zmanjša aktivnost encima za 50 % 
IR infrardeča spektroskopija 
J sklopitvena konstanta 
KOtBu kalijev tert-butoksid 
LC-MS tekočinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo 
MAO monoamin oksidaza 
MAO-A  monoamin oksidaza A 
MAO-B  monoamin oksidaza B 
MeCN acetonitril 
MeOH  metanol 
MF mobilna faza 
MS masna spektrometrija 
NMR jedrska magnetna resonanca 
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RA rezidualna aktivnost 
Rf retencijski čas 
RIMA reverzibilni selektivni zaviralci MAO-A 
RNA ribonukleinska kislina 
RT sobna temperatura (ang. room temperature) 
TCA triciklični antidepresivi 
TD časovno odvisno zaviriranje (ang. time-dependent inhibition) 
THF tetrahidrofuran 




1.1 TARČNI KOVALENTNI ZAVIRALCI 
Tarčni kovalentni zaviralci (ang. Targeted Covalent Inhibitors, TCIs) so 
nizkomolekularni zaviralci, ki imajo v svoji strukturi reaktivno funkcionalno skupino, 
katera je zmožna tvoriti kovalentno vez s tarčnim encimom ter tako začasno ali trajno 
zavirajo njegovo delovanje. Do danes so razvili številne kovalentne zaviralce, ki kot 
elektrofilne bojne glave v svoji strukturi vsebujejo epokside, estre, ketone, α,β-nenasičene 
karbonile, nitrile itd. Veliko pozornosti je namenjene tudi novejšim kemotipom 
zaviralcev, ki vsebujejo žveplove elektrofile, ki so sposobni tvoriti kovalentno vez s 
sulfhidrilno skupino cisteina. V splošnem je kovalentno zaviranje dvostopenjski 
postopek. Najprej se zaviralec reverzibilno poveže z encimom, pri čemer se bojna glava 
zaviralca približa nukleofilnemu aminokislinskemu ostanku encima. V drugem koraku 
pride do reakcije med obema reaktivnima entitetama zaviralca oziroma encima, pri čemer 
se tvori kovalentna vez. Reverzibilni nekovalentni zaviralci se od kovalentnih razlikujejo 
po tem, da ne vključujejo drugega koraka. Kovalentne zaviralce lahko nadalje delimo na 
reverzibilne in ireverzibilne. Prvi so po določenem času podvrženi kemijskim 
spremembam, ki vodijo v njihovo disociacijo z aminokislinskega preostanka, slednji pa 
so trajno vezani na tarčo – encim se »zaklene« v neaktivno stanje (1, 2).  
1.1.1 Začetki uporabe kovalentnih zaviralcev 
Uporaba majhnih molekul kot kovalentnih zaviralcev za ciljanje funkcionalno ključnih 
encimov se je nevede začela že ob koncu 19. stoletja z razvojem acetilsalicilne kisline kot 
analgetika in protivnetnega zdravila. Čeprav je bil na trgu zdravil že od konca 19. stoletja, 
je bil njegov mehanizem delovanja odkrit šele v sedemdesetih letih prejšnjega stoletja, ko 
so dokazali, da acetilsalicilna kislina ireverzibilno zavira ciklooksigenazo-1 (COX-1), 
encim, ki igra pomembno vlogo pri biosintezi prostaglandinov. Pri interakciji s COX-1 
acetilsalicilna kislina acetilira serinski ostanek v aktivnem mestu in tako deaktivira COX-
1. Poleg acetilsalicilne kisline je bil v poznem 19. stoletju odkrit tudi paracetamol, ki je 
bil uveden v medicinsko prakso kot analgetik. Paracetamol je zaradi svojih elektronskih 
lastnosti dovzeten za oksidacijo, zaradi česar nastaja struktura podobna kinonom – 
kinonimin, ki lahko reagira z nukleofilnimi aminokislinami proteinov. Penicilin, ki velja 
za enega največjih odkritij v zgodovini, prav tako deluje po principu kovalentnega 
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zaviranja. Do danes so bili za uporabo v humani in veterinarski medicini odobreni številni 
analogi pencilina. Vsi imajo podoben mehanizem delovanja in vsebujejo β-laktamski 
obroč kot bojno glavo. β-laktamski obroč reagira s serinom v  aktivnem mestu 
transpeptidaz in transligozilaz, ki sodelujejo pri biosintezi bakterijske celične stene. To 
vodi do motenj v biosintezi bakterijske celične stene in posledično do lize bakterijskih 
celic. Čeprav so kovalentni zaviralci že dolgo prisotni v terapiji, pa ideja o kovalentnih 
zaviralcih dolgo časa ni bila priljubljena. Številni presnovki kovalentnih učinkovin lahko 
negativno vplivajo na zdravje ljudi, kot primer lahko navedemo hepatotoksičnost celičnih 
presnovkov paracetamola. Med presnovo paracetamola s citokromi P450 se le-ta oksidira 
v zelo reaktivne kinoniminske intermediate, ki reagirajo z glutationom ali sulfhidrilno 
skupino cisteinskega ostanka v proteinih. Nespecifični adukti kovalentnih učinkovin 
lahko pri bolnikih vodijo do neželenih imunogenih odzivov. Ob tej pomanjkljivosti pa je 
več drugih dejavnikov ponovno obudilo interese farmacevtske industrije za razvoj 
kovalentnih učinkovin. Razlogi za to so bile že uspešne kovalentne učinkovine na trgu, 
kot sta acetilsalicilna kislina in penicilini, dejstvo, da ne postane vsaka kovalentna 
učinkovina po presnovi toksična, in da veliko naravnih produktov deluje na principu 
kovalentnega zaviranja (2–4). 
1.1.2 Prednosti kovalentnih zaviralcev 
Večina majhnih molekul v telesu s svojo biološko tarčo reagira v ravnotežnih pogojih. 
Interakcija je načeloma vzpostavljena hitro in je reverzibilne narave (Slika 1). 
Nizkomolekularni reverzibilni zaviralci pa pogosto ne izzovejo želenega terapevtskega 
učinka zaradi slabe topnosti v vodi ali nizke celične permeabilnosti, kar posledično 
zmanjša njihovo efektivno koncentracijo na tarči. Tako je funkcija biološke tarče, 
najpogosteje encima, zavrta samo deloma, terapevstki učinek pa posledično ni dosežen. 
Zaradi trajne vezave na tarčo se kovalentni zaviralci lahko izognejo tem omejitvam. 
Velika prednost kovalentnih zaviralcev je tako podaljšano delovanje doseženo z 




Slika 1: Prikaz vezave nekovalentnega reverzibilnega zaviralca na encim, prirejeno po (5). 
Ki = koff /kon (konstanta zaviranja) definira jakost vezave nekovalentnega zaviralca. 
 
 
Slika 2: Prikaz kovalentne vezave zaviralca na encim, prirejeno po (5). 
Kinact/Ki učinkovitost kovalentnega ireverzibilnega zaviralca, da reagira in nevtralizira tarčo. 
V skladu z dodatno vezavno energijo kovalentne vezi kovalentni zaviralci učinkoviteje 
tekmujejo z endogenimi substrati. Potrebno je opozoriti, da zaviranje biološke poti 
pogosto povzroči kopičenje naravnega substrata, kar sčasoma privede do izpodrivanja 
zaviralca. V primeru ireverzibilne kovalentne vezi med tarčo in zaviralcem izpodrivanje 
slednjega ni možno, zato je biološki učinek daljši in bolj izražen. Poleg tega, da lahko s 
kovalentnimi zaviralci ciljamo biološke entitete, za katere smo v preteklosti mislili, da so 
nedostopne, so le-ti pomembni tudi v boju proti rezistenci. Rezistenca je pogosto 
posledica ene ali več mutacij, ki spreminjajo afiniteto določene učinkovine za ciljni 
protein. Pri ireverzibilnih zaviralcih bo popolno zavrtje v veliki večini primerov doseženo 
ob dovolj dolgi izpostavljenosti ne glede na mutacije v vezavnem mestu. Tako so 
kovalentni zaviralci v večini primerov manj dovzetni za potencialno rezistenco kot 
nekovalentni analogi (6, 7).  
1.1.3 Slabosti kovalentnih zaviralcev  
Kljub izjemnemu potencialu kovalentnih zaviralcev pa imajo slednji tudi več omejitev, 
ki jih je potrebno upoštevati pri razvoju. Trajno zaviranje encima ima lahko koristne 
biološke učinke, v nekaterih primerih pa lahko to deluje tudi toksično. Nazoren primer je 
ireverzibilno zaviranje receptorja P2Y12 z zdravilom klopidogrel, ki ga uporabljamo za 
zdravljenje tromboze. Medtem ko blokada omenjenega receptorja zavira agregacijo 
trombocitov (glavni dejavnik tromboze), lahko dolgoročna uporaba povzroči nastanek 
krvavitev. Prav tako uporaba kovalentnih zaviralcev ni smiselna v primeru, ko celica hitro 
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resintetizira tarčni encim, saj se učinkovitost zaviralcev ne bo bistveno izboljšala, se pa 
lahko poveča toksičnost zaradi vezave na netarčne proteine. Do izboljšanja biološkega 
odziva prav tako ne bi prišlo v primeru interakcije med antigeni in receptorji, pri katerih 
je za sprožitev imunskega odziva potrebna endocitoza. Razpolovni čas za endocitozo je 
ocenjen na manj kot 10 minut, zato bi bila uporaba kovalentnih učinkovin v tem primeru 
nesmiselna. Te omejitve plastično orišejo, kako pomembno je dobro razumevanje 
delovanja in biološke uporabnosti kovalentnih zaviralcev, da je njihova uporaba 
racionalna in varna. V primeru, ko biološki odziv in toksičnost izhajata iz iste vezavne 
interakcije, se je uporabi kovalentnih zaviralcev bolje izogniti. Primer omenjene 
prepletene aktivnosti in toksičnosti je cisplatin, kjer se lahko pojavi toksičnost, ko se 
cisplatin veže na mitohondrijsko DNA zdravih celic in ne samo na DNA hitro 
proliferirajočih rakavih celic (7).  
1.1.4 Razvoj novih kovalentnih zaviralcev  
Pri razvoju novih kovalentnih zaviralcev za tarčne encime moramo tipično skozi tri 
korake. V prvem je potrebna natančna strukturna analiza tarče, ki daje ključne informacije 
o tem, kateri nukleofil (npr. cistein, serin, histidin, tirozin, lizin) je prisoten v okolici ali 
v samem vezavnem mestu. Nukleofil mora biti edinstven tej družini proteinov, sicer bo 
selektivnost zaviralcev nizka. To je še posebej pomembno pri načrtovanju zaviralcev 
kinaz, ki so strukturno sorodni encimi in sodelujejo v ključnih celičnih procesih. V 
drugem koraku je potrebno izbrati reverzibilen zaviralec, za katerega je znan način vezave 
v tem vezavnem mestu. Ta zaviralec lahko pridobimo oziroma identificiramo tudi na 
podlagi literaturno opisanih zaviralcev, ki so bili razviti za strukturno podobne encime. V 
tretjem koraku na izbran reverzibilen zaviralec namestimo elektrofilno bojno glavo, ki 
specifično reagira z izbranim nukleofilom v tarčnem encimu (2, 8).  
1.1.4.1 Elektrofilne bojne glave za ireverzibilno zaviranje  
Na kovalentne zaviralce lahko pripnemo različne reaktivne funkcionalne skupine, ki 
tvorijo kovalentne vezi z izbrano tarčo. Nekatere funkcionalne skupine, kot so epoksidi, 
aziridini, halometil- in aciloksimetil-ketoni so pogosto preveč reaktivni za uporabo, 
vendar kljub temu obstajajo primeri selektivnih in razmeroma varnih zaviralcev z 
omenjenimi funkcionalnimi skupinami. Primer je epoksidni derivat fosfomicin, zaviralec 
encima MurA, ki ima pomembno vlogo pri biosintezi bakterijske celične stene. Podoben 
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mehanizem delovanja imajo tudi aziridini, ciklopropani, β-laktoni ali β-laktami, ki 
izkoriščajo reaktivnost obroča, da se kovalentno vežejo na tarčni nukleofil. Med dobro 
uveljavljene ireverzibilne kovalentne zaviralce spadajo tudi tisti, ki vsebujejo alkilirajoče 
funkcionalne skupine. Težava omenjenih zaviralcev je, da se lahko neselektivno vežejo 
na DNA ali RNA, kar povzroči neželene stranske učinke. Precejšnje pozornosti pa so 
deležne tudi učinkovine, ki vsebujejo α,β-nenasičene karbonile in akrilamidi. Tarča 
omenjenih zaviralcev so tioli cisteinskih ostankov, ki sodijo med najbolj nukleofilne 
aminokisline. Ciljanje cisteinov v aktivnem mestu namreč postaja zelo priljubljena 
strategija za doseganje kovalentnega zaviranja (7).  
1.1.4.2 Elektrofilne bojne glave za reverzibilno zaviranje  
Reverzibilni kovalentni zaviralci imajo reaktivne funkcionalne skupine, ki tvorijo s 
proteinom reverzibilne kovalentne vezi. Aldehidi lahko reagirajo s katalitskimi ostanki 
serina in tvorijo hemiacetale. Ta transformacija je reverzibilna, zato sta prosti aldehid in 
hemiacetal v dinamičnem ravnovesju. Prav tako lahko reverzibilne vezi tvorijo estri in 
karbamati. Med reverzibilne funkcionalne skupine sodijo tudi ketoni, nitrili, boronske 
kisline in tioli. Omenjene funkcionalne skupine običajno reagirajo s serinom ali cisteinom 
biološke tarče. Aldehidi so pomembna funkcionalna skupina pri načrtovanju kovalentnih 
zaviralcev, saj jih najdemo v veliko naravnih izdelkih (cinamal aldehid v cimetu, vanilin 
v vaniliji), vendar so problematični zaradi visoke reaktivnosti, zaradi česar se 
nadomeščajo s šibkejšimi elektrofili, kot so na primer boronske kisline. Boronske kisline 
se kot reaktivne funkcionalne skupine uporablja predvsem pri zaviralcih proteaz, 
uporabne pa so tudi kot protibakterijske, protivirusne in protirakave učinkovine. Kot 
bojne glave se uporabljajo tudi žveplo vsebujoče funkcionalne skupine, ki tvorijo 
disulfidne mostove s tarčnim encimom ter ga na ta način zavirajo. Primera omenjenih 
reverzibilnih kovalentnih zaviralcev sta omeprazol in klopidogrel (7).  
1.1.5 Področja uporabe kovalentnih zaviralcev  
Farmacevtska industrija se je sprva izogibala uporabi kovalentnih zaviralcev, danes pa je 
registriranih večje številno takšnih zdravilnih učinkovin za uporabo na različnih 
terapevtskih področjih. Poleg tega so se kovalentni zaviralci izkazali za zelo 
dobičkonosen razred zdravil. Leta 2009 so bila v ZDA med deset najbolj prodajanih 
zdravil kar tri, ki sodijo v skupino kovalentnih zaviralcev (klopidogrel, lansoprazol in 
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esomeprazol). Med kovalentnimi zaviralci odobrenimi s strani FDA (ang. Food And Drug 
Administration) 33 % predstavljajo zdravila za zdravljenje infekcij (predvsem β-
laktamski antibiotiki), 20 % zdravila za zdravljenje raka (zaviralci kinaz, aromataze, 
timidilat sintetaze in ribonukleotid reduktaze), 15 % zdravila za zdravljenje bolezni 
gastointestinalnega trakta (omeprazol, esomeprazol in lansoprazol), 10 % pa predstavljajo 
zdravila za zdravljenje bolezni centralno živčnega sistema, kot so recimo zaviralci 
monoamin oksidaz (razagilin, selegilin). Veliko kovalentnih zaviralcev se uporablja za 
kronične terapije, kar potrjuje, da je kovalenten mehanizem delovanja smiseln predvsem 
za terapijo dolgotrajnih kroničnih bolezni. Široko uporabnost kovalentnih zaviralcev 
prikazuje tudi dejstvo, da je za eno tretjino vseh encimskih tarč, za katera obstajajo s 
strani FDA registrirane zdravilne učinkovine, odobrena vsaj ena kovalentna učinkovina 
(3).  
1.2 MONOAMIN OKSIDAZA  
Monoamin oksidaza (MAO) je na mitohondrijsko membrano vezan flavoprotein, ki 
katalizira oksidativno deaminacijo nevrotransmiterjev ter drugih biogenih in 
ksenobiotičnih aminov do aldehidov (Slika 3) (9).  
 
Slika 3: Reakcija, ki jo katalizira MAO, povzeto po (10). 
Za encimsko reakcijo je kot kovalentno vezan redoks kofaktor (prostetična skupina) 
potreben flavinadenindinuklotid (FAD). Redukcija FAD v njegovo hidrokinonsko obliko 
(FADH2) omogoča oksidacijo primarnega aminskega substrata v ustrezen imin, ki nato 
spontano hidrolizira do aldehida in amonijaka oziroma aminskega derivata v primeru 
sekundarnih in terciarnih aminov. Encimska reakcija se zaključi z oksidacijo FADH2 v 
FAD z molekularnim kisikom, kar vodi do nastanka vodikovega peroksida. Reakcije, ki 
jih katalizira MAO, so ključnega pomena za zmanjšanje potencialne kardiotoksičnosti in 
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nevrotoksičnosti ksenobiotičnih ter endogenih aminov. Vendar so tudi nastali produkti 
(aldehidi, amonijak in vodikov peroksid) zelo toksični, zato je v izogib poškodbam celic 
potrebna njihova nadaljnja presnova. V centralnem živčnem sistemu se karbonilne 
skupine aldehidov, ki jih proizvaja MAO, običajno oksidirajo z mitohondrijsko aldehid 
dehidrogenazo (ALDH-2). Nastale karboksilne kisline nato hitro preidejo v centralni 
krvni obtok in se izločijo skozi ledvica. Amonijak se v možganih porablja pri sintezi 
glutamina v astrocitih, vodikov peroksid pa se s pomočjo katalaze pretvori v vodo in 
molekularni kisik. Iz navedenega lahko vidimo, kako pomembno je delovanje MAO za 
normalno delovanje centralno živčnega sistema, poleg tega pa nam pomaga razumeti 
koristne učinke zaviralcev MAO pri nevrodegenerativnih boleznih. Medtem ko imajo 
nevretenčarji in ribe le eno izoformno encima MAO, imajo tetrapodi dva izoencima MAO 
(MAO-A in MAO-B). MAO-A in MAO-B imata visoko homologijo (~70 %) in podobne 
znotrajcelične strukturne in lokacijske značilnosti. Kljub tem skupnim značilnostim se 
izoencima razlikujeta po molekulski masi, anatomski porazdelitvi, substratni 
specifičnosti, farmakološki odzivnosti na zaviralce in funkcionalni vlogi. MAO-A 
prednostno oksidira serotonin, noradrenalin in adrenalin, medtem ko ima MAO-B 
največjo afiniteto do razgradnje feniletilamina in benzilamina. Tiramin in triptamin 
razgrajujeta oba izoencima, oksidacija dopamina pa je vrstno specifična. Pri glodalcih 
dopamin preferenčno razgrajuje MAO-A, pri ljudeh in drugih primatih pa MAO-B (9-
12).  
MAO-A in MAO-B sta prisotna v različnih tkivih. MAO-A prevladuje v placenti, kjer je 
njegova vloga zaščita ploda, poleg tega pa se omenjeni encim nahaja še v fibroblastih in 
več perifernih organih, vključno z jetri, pljuči in tankim črevesjem. Nasprotno pa je 
njegova ekspresija v vranici in možganskih mikrožilah nizka, v trombocitih in limfocitih 
pa ni prisoten. MAO-B je močno izražen v črevesju in jetrih in je edina MAO izooblika 
izražena v trombocitih in limfocitih. MAO-B je po drugi strani odsoten oziroma izražen 
v nizkih količinah v fibroblastih placente, trebušne slinavke, vranice, pljuč in kože. Oba 
izoencima sta izražena v možganih, pri čemer MAO-B prevladuje v serotonergičnih in 
histaminergičnih nevronih ter celicah glije, medtem ko najdemo MAO-A predvsem v 
kateholaminergičnih nevronih. Funkcionalni pomen omenjene porazdelitve še ni 
popolnoma znan. Pri večini vrst se zdi, da je aktivnost MAO-A prevladujoča v zgodnji 
organogenezi, nasprotno pa MAO-B v perinatalnih fazah ni mogoče zaznati, vendar se s 
staranjem izražanje encima povečuje. MAO-B je namreč eden redkih encimov, katerega 
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izražanje in aktivnost se s staranjem poveča, kar sproži pomembno vprašanje ali lahko 
njegova aktivnost prispeva k nekaterim degenerativnim procesom, ki so posledica 
sproščanja vodikovega peroksida. V skladu s tem so številne raziskave pokazale visoke 
ravni encima MAO-B v možganih pri nevrodgenerativnih boleznih, kot so Parkinsonova 
in Alzheimerjeva bolezen (9, 13, 24).  
1.2.1 Struktura encima MAO-A  
Človeški MAO-A (hMAO-A) je membranski protein, ki ga sestavlja 527 aminokislin 
(Slika 4A). Pri vezavi na zunanjo mitohondrijsko membrano ima pomembno vlogo α-
vijačnica sestavljena iz 27 C-terminalnih aminokislin (na Sliki 4A označena z zeleno). 
Na α-vijačnici hMAO-A encima se nahaja bazični aminokislinski ostanek Lys503, 
triptofanska ostanka Trp116 in Trp166 pa se nahajata na vmesnem delu med globularnim 
telesom in C-terminalnim delom (13, 15).  
Encim hMAO-A kristalizira kot monomer, medtem ko se v raztopini nahaja v obliki 
dimera. Aktivno mesto encima hMAO-A je sferična votlina, ki zavzema volumen 550 Å3. 
Zaradi sferične oblike aktivnega mesta hMAO-A lahko substrati rotirajo v aktivnem 
mestu encima. To lahko izkoristimo za zagotavljanje selektivnosti med izoencimoma, saj 
je aktivno mesto hMAO-B encima bolj ploščato, zaradi česar rotacija substratov ni 
mogoča. Votlina hMAO-A encima je hidrofobne narave, saj jo obdajajo številne 
aromatske in alifatske aminokisline. Strukturo votline hMAO-A encima definira vstopna 
zanka, ki je sestavljena iz aminokislinskih ostankov 108–119. Funkcija omenjene zanke 
je regulacija dostopa substrata do aktivnega mesta. Encim hMAO-A pa ima še eno zanko, 
ki je sestavljena iz aminokislinskih ostankov 209–218 – ta definira sferično obliko 
aktivnega mesta (16, 17).  
Pri delovanju hMAO-A imajo pomembno vlogo cisteini. Poleg Cys406, na katerega je 
vezan FAD, je za delovanje encima pomemben še cistein Cys374. Za razvoj kovalentnih 
zaviralcev sta zanimiva predvsem cisteina Cys321 in Cys323, ki se nahajata v bližini 
aktivnega mesta. Omenjena cisteina sta dobra nukleofila in sta zelo občutljiva na reakcije 
s tioli. Pri obeh MAO izoencimih je pomemben tudi aminokislinski ostanek Lys305, ki 
se nahaja nad FAD in je z vodikovimi vezmi vezan na molekule vode. Omenjeni 
aminokislinski ostanek namreč predstavlja vezavno mesto za kisik za oksidacijo FADH2. 
Stabilno vezavo substrata v aktivnem mestu zagotavljajo tirozinski ostanki, ki sestavljajo 
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t.i. aromatski sendvič. Pri encimu hMAO-A sta to Tyr407 in Tyr444, ki sta pozicionirana 
paralelno drug na drugega in pravokotno na ravnino izoaloksazina FAD kofaktorja (12, 
18).  
 
Slika 4: A) Struktura encima MAO-A. Z rumeno barvo je prikazan FAD kofaktor, z modro je 
prikazana FAD-vezavna domena, z rdečo domena za vezavo substrata, z zeleno pa C-terminalna 
α-vijačnica, ki se veže na mitohondrijsko membrano in B) Vezava klorgilina v aktivno mesto 
encima MAO-A, prirejeno po (19). 
1.2.2 Selektivni reverzibilni zaviralci MAO-A  
V osemdesetih letih je več skupin raziskovalcev razvijalo selektivne reverzibilne 
zaviralce MAO-A (RIMA), ki imajo dokazano antidepresivno delovanje. Depresivna 
stanja so posledica pomankanja serotonina in noradrenalina, RIMA pa z zaviranjem 
delovanja encima MAO-A povečajo koncentracije teh nevrotransmiterjev v sinapsah. V 
omenjeno skupino zaviralcev sodijo učinkovine moklobemid, toloksaton, brofaromin in 
cimoksaton, vendar je trenutno moklobemid (Slika 5A) edini reverzibilni zaviralec 
encima MAO-A, ki je na voljo za klinično uporabo. Na trgu je v Kanadi, Evropi in 
Avstraliji, terapevtski odmerki pa se gibljejo med 300 in 600 mg/dan.  
  
Slika 5: A) Kemijska struktura moklobemida in B) metilen modrega. 
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Med reverzibilne selektivne zaviralce MAO-A z antidepresivnimi učinki sodi tudi metilen 
modro (Slika 5B). Omenjena učinkovina ima več farmakoloških učinkov, vključno z 
zaviranjem NO-sintaze in gvanilat ciklaze, zato njegovih antidepresivnih lastnosti ni moč 
pripisati samo zaviranju encima MAO-A. Klinične študije so pokazale podobno 
učinkovitost reverzibilnih zaviralcev MAO-A in tricikličnih antidepresivov (TCA) pri 
zdravljenju depresije, oboji pa so manj učinkoviti v primerjavi z ireverzibilnimi zaviralci 
MAO-A. RIMA veljajo za varna zdravila, saj pri zaužitju tiramina v večjih koncentracijah 
le-ta izpodrine zaviralec ter se nato presnovi v jetrih in črevesju. RIMA so za razliko od 
neselektivnih ireverzibilnih zaviralcev MAO varnejši za uporabo, saj ne povzročajo t.i. 
učinka sira (ang. cheese effect) (11, 20).  
1.2.2.1 Toloksaton  
Toloksaton spada med derivate oksazolidin-2-ona, katerih osnovna struktura je prikazana 
na Sliki 6. Ugotovljeno je bilo, da so številni derivati oksazolidinona sorazmerno 
selektivni za MAO-A. Za učinkovitost zaviralcev ima ključno vlogo substituent na 
položaju 5 oksazolidin-2-ona. Pomembno vlogo ima tudi kiralnost substituenta na 
položaju 5, ki vpliva na jakost in selektivnost. Prvi predstavnik omenjene skupine 
zaviralcev je bil toloksaton, iz katerega so nato razvili njegove derivate kot sta cimoksaton 
in almoksaton, ki imata še nekoliko boljšo selektivnost (Slika 6). Čeprav so kemijske 
lastnosti omenjenih spojin dobro raziskane, v literaturi ni veliko poročil o njihovih 
biokemijskih in farmakoloških značilnostih (21).  
 
Slika 6: Splošna kemijska struktura in primeri derivatov oksazolidona. 
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Toloksaton (5-hidroksimetil-3-toliloksazolidin-2-on) je reverzibilen in razmeroma 
selektiven zaviralec MAO-A, ki se v Franciji trži kot antidepresiv pod zaščitenim imenom 
Humoryl®. R enantiomer toloksatona, ki ima enako absolutno konfiguracijo kot R-(–)-
noradrenalin, ima večjo jakost zaviranja kot njegov S enantiomer. Toloksaton svojo 
selektivnost ohranja tudi v in vivo študijah. Po peroralni uporabi odmerka 100 mg/kg je 
zaviranje MAO-A encima v možganih podgane največja po 30 minutah (približno 80 %), 
nato pa se hitro zmanjšuje z razpolovnim časom približno 2 uri, zaviranje izoencima 
MAO-B pa je pri identičnem odmerku zanemarljivo majhno. Toloksaton povzroči 
kratkotrajne spremembe monoaminov in njihovih presnovkov, kar je značilen vzorec za 
zaviralce MAO-A. Absorbcija toloksatona je hitra in v veliki večini poteka v prebavilih. 
Pri človeku so bile po peroralni uporabi 200 mg odmerka najvišje koncentracije zdravila 
dosežene v 1 uri, razpolovni čas izločanja pa je bil 1–2 uri. Približno 50 % učinkovine je 
vezane na beljakovine v plazmi, pri čemer je bila ugotovljena linearna korelacija med 
uporabljenim odmerkom in plazemsko koncentracijo toloksatona. Glavna presnovna pot 
(> 50 % odmerka) je oksidacija metilne skupine na fenilnem obroču, pri čemer v končni 
fazi nastane ustrezen karboksilni derivat. Drugi ugotovljeni presnovki so produkti 
glukokonjugacije, oksidacije fenilnega obroča in pretvorba hidroksi skupine do 
karboksilne kisline (21).  
V znanstveni literaturi je na voljo le malo poročil o kliničnem delovanju toloksatona. 
Znano je, da zdravilo (600 mg/dan) hitro izboljša depresijo s somatskimi simptomi. Prav 
tako so se bolniki z depresivnimi motnjami dobro odzvali na tolaksaton (1000 mg/dan), 
čeprav je manj učinkovit kot na primer moklobemid glede izboljšanja vzorcev spanja in 
zmanjšanja tesnobe. Kot neželene učinke so opazili zaspanost in blago adrenergično 
stimulacijo. V nekaj primerih predoziranja se je pojavilo draženje in mioklonični sunki. 
Pri treh primerih hudih zastrupitev je prišlo do mišične togosti, hipertermije in srčno-
žilnega kolapsa, pri čemer sta dva od teh bolnikov umrla. Ugotovili so, da je najmanjši 
toksični odmerek toloksatona 2 grama. Poleg tega so poročali o dveh primerih 
fulminantnega hepatitisa, ki sta morda povezana z uporabo toloksatona (22). 
1.2.3 Ireverzibilni neselektivni zaviralci MAO  
Trenutno na trgu ni nobene učinkovine, ki z ireverzibilno vezavo selektivno zavira samo 
encim MAO-A. Klorgilin (Slika 7) selektivno zavira delovanje encima MAO-A in ima 
dokazano antidepresivno delovanje pri ljudeh, vendar ni v klinični uporabi. Študije, ki so 
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preučevale delovanje klorgilina so pokazale, da je učinkovit pri zdravljenju bipolarnih 
motenj, ki so odporne na konvencionalno zdravljenje z antidepresivi in pri hiperaktivnih 
otrocih z motnjo pozornosti. Kar zadeva neželene učinke lahko uporaba klorgilina 
povzroči zvišanje krvnega tlaka zaradi kopičenja tiramina, vendar je to zvišanje manj 
izrazito, kot ga povzročajo ostali neselektivni ireverzibilni zaviralci MAO. Klorgilin prav 
tako zavira REM fazo spanja in podaljša čas budnosti pri afektivno motenih bolnikih. 
Poročila študij navajajo tudi manične in hipomanične epizode pri zdravljenju bipolarnih 
depresij. Razmerje med učinkovitostjo in tveganji za neželene učinke je verjetno razlog, 
da klorgilin na koncu ni bil odobren (21).  
 
Slika 7: Kemijska struktura klorgilina. 
V klinični rabi so trenutno ireverzibilni zaviralci MAO, ki ne izkazujejo selektivnosti za 
posamezni izoencim. Slabost neselektivnih ireverzibilnih zaviralcev MAO je, da se lahko 
pojavi t.i. »učinek sira«. Omenjeni neželeni učinek se pojavi ob sočasnem uživanju 
neselektivnih ireverzibilnih zaviralcev MAO in hrane, ki vsebuje večje količine tiramina. 
Neselektivni zaviralci MAO zavirajo delovanje tudi MAO encima v jetrih in črevesju, 
kjer se presnavlja tiramin. Zaradi ireverzibilnega zaviranja MAO v jetrih in črevesju je 
presnavljanje tiramina onemogočeno, zato se ta sprošča v krvni obtok, kjer inducira 
sproščanje noradrenalina. Posledično zaradi vezave noradrenalina na adrenergične 
receptorje pride do hipertenzivne krize. Veliko tiramina vsebujejo nekatere vrste sirov, 
zato se lahko pri pacientih, ki zaužijejo večje količine takšnih sirov po dveh urah pojavi 
hipertenzivna kriza v obliki glavobola in močnega razbijanja srca, v hujših primerih pa 
se lahko pojavi tudi aritmija, srčno popuščanje, odpoved srca, pljučni edem in celo smrt 
(23). Takšni primeri so dandanes redki, ker so vsebnost tiramina v manjše, kot so bile v 
preteklosti, saj se je proces zorenja sirov v marsičem spremenil.  
Neselektivni ireverzibilni MAO zaviralci niso prvi izbor zdravil za zdravljenje depresije. 
Predpisujejo jih šele takrat, ko ostala antidepresivna zdravila nimajo zadostnega učinka 
ali se pojavi rezistenca (24, 25). V primerih, ko se pojavi rezistenca med zdravljenjem 
depresije, se začne uporabljati kombinacija neselektivnih ireverzibilnih MAO zaviralcev 
s TCA. Pri tej kombinaciji je potrebno biti pozoren, saj se lahko pojavi serotoninski 
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sindrom. Vzrok za nastanek sindroma je prekomerna aktivnost serotoninergikov v 
sinapsah perifernega in centralnega živčnega sistema. Blažji simptomi so driska, povišana 
telesna temperatura, potenje, tremor, razširjene zenice in povečani refleksi, pri hujših 
oblikah sindroma pa lahko pride tudi do propadanja mišic in epileptičnih napadov (26). 
Kljub tveganjem, ki jih predstavlja uporaba neselektivnih ireverzibilnih MAO zaviralcev, 
se ti zaradi boljše učinkovitosti še vedno uporabljajo pri zdravljenju odpornih oblik 
depresije. V omenjeno skupino zaviralcev spadajo učinkovine iproniazid, nialamid, 
tranilcipromin, izokarboksazid in fenelzin (Slika 8), vendar trenutno nobena od njih ni 
registrirana za uporabo v Sloveniji.  
 
Slika 8: Kemijske strukture neselektivnih ireverzibilnih MAO zaviralcev. 
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2. NAMEN DELA  
V sklopu magistrske naloge bomo sintetizirali nove, potencialno ireverzibilne selektivne 
zaviralce encima hMAO-A. Pri sintezi bomo uporabili osnovni skelet že poznane 
učinkovine toloksaton, na katerega bomo kot elektrofilno bojno glavo pripeli vinil 
sulfonski fragment (Slika 9). Z vinil sulfonskim fragmentom bomo poskušali doseči 
kovalentno vezavo s cisteinoma Cys321 ali Cys323, ki se nahajata v bližini aktivnega 
mesta encima hMAO-A. S takšno vezavo bi lahko dobili stabilen kovalentni adukt med 
učinkovino in encimom ter tako ireverzibilno zavrli delovanje hMAO-A. Poleg spojin z 
vinil sulfonskim fragmentom bomo sintetizirali tudi spojine, ki bodo vsebovale vinil 
sulfoksidni fragment in analoga učinkovine toloksaton brez sulfonske oziroma 
sulfoksidne bojne glave. Pripravili bomo položajna izomera na meta oziroma para mestu 
glede na oksazolidinonski obroč.  
 
Slika 9: Načrtovanje ireverzibilnih kovalentnih MAO-A zaviralcev. 
Končnim spojinam bomo v biokemijskih testih na hMAO-A in hMAO-B preverili 
njihovo zaviralno aktivnost. Najprej bomo določili rezidualno aktivnost, spojinam, ki 
bodo zavirale encim pa bomo določili tudi vrednost IC50. S pomočjo dobljenih rezultatov 
bomo ovrednotili vpliv posameznih fragmentov in vpliv položajne izomerije na zaviralno 





3. MATERIALI IN METODE  
MATERIALI  
Med eksperimentalnim delom smo uporabljali topila in reagente proizvajalcev Merck, 
Fluka, Sigma-Aldrich, Acros Organics, Carlo Erba, Alfa Aesar in TCI Europe. 
Uporabljeni reagenti niso potrebovali predhodne priprave. 
METODE  
Kromatografija 
Tankoplastna kromatografija (TLC)  
TLC smo pri laboratorijskem delu uporabljali za spremljanje poteka reakcij, preverjanje 
čistosti vmesnih in končnih spojin ter za izbiro ustrezne mobilne faze (optimalna 
mešanica in razmerje topil) pri kolonski kromatografiji. Uporabljali smo aluminijaste 
plošče proizvajalca Merck TLC Silica gel 60 F254 velikosti 20 × 20 cm, ki imajo nanešen 
silikagel s fluorescenčnim indikatorjem in debeline 0,20 mm. Mobilne faze, ki smo jih 
uporabili, so navedene pri posameznem sinteznem postopku. Najpogosteje uporabljena 
mobilna faza je bila mešanica diklorometan (DKM) in MeOH v različnih razmerjih. 
Detekcijo spojin smo izvajali pod UV svetlobo pri valovni dolžini λ = 254 nm ter 
orositvenimi reagenti (ninhidrin, fosfomolibdenska kislina). 
Kolonska kromatografija  
Za čiščenje in ločevanje vmesnih produktov ter končnih spojin smo uporabili kolonsko 
»flash« kromatografijo. Za stacionarno fazo smo uporabili Silikagel 60 proizvajalca 
Merck z velikostjo delcev 0,040–0,063 mm. Mobilne faze, ki smo jih uporabili, so 
navedene pri vsakem sinteznem postopku posebej. Vzorec smo na kolono nanašali na dva 
načina. Večinoma smo uporabljali neposreden nanos vzorca, ki smo ga predhodno 
raztopili v izbrani mobilni fazi. V nekaterih primerih pa smo uporabili suh nanos vzorca. 
Pri tem načinu nanosa smo vzorec najprej raztopili v ustreznem topilu ter mu dodali 
manjšo količino silikagela. Nastali suspenziji smo nato na rotavaporju uparili topilo in 
tako vzorec za čiščenje adsorbirali na silikagel.  
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Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (UHPLC)  
Končne spojine smo analizirali na UHPLC sistemu Thermo Fisher UltimMate 3000. Pri 
analizah vseh končnih spojin smo uporabili kolono Waters Acquity UPLC HSS C18 1,8 
µm; 2,1 × 50 mm. Kolona je bila termostatirana na 40 °C. Signale spojin smo spremljali 
pri dveh različnih valovnih dolžinah, in sicer pri 220 nm in 254 nm. Mobilni fazi za 
izvedbo analize sta bili 0,1 % raztopina trifluorocetne kisline v vodi in acetonitril 
(MeCN). Hitrost pretoka mobilne faze je znašala 0,4 mL/min, medtem ko je bil volumen 
injiciranja vzorca 2 µL. Koncentracija vzorca, ki je bil raztopljen v MeCN, je bila 0,2 
mg/mL. Gradient MeCN med analizo je bil: 0–7 min, 10–90 % MeCN; 7–10 min, 90 % 
MeCN. 
Spektroskopija  
Jedrska magnetna resonanca (NMR)  
Za identifikacijo in preverjaje čistosti spojin smo uporabili NMR analizo. NMR spektre 
smo posneli na Bruker Avance III 400 MHz NMR spektrometru na Fakulteti za farmacijo 
v Ljubljani. Predhodno smo vzorce raztopili v devteriranih topilih CDCl3, CD3OD ali 
DMSO-d6. 
1H NMR spektre smo posneli pri 400 MHz, 13C spektre pa pri 100 MHz. 
Kemijske premike (δ) smo podali v »parts per million« glede na uporabljeno topilo. 
Sklopitvene konstante (J) smo podali v hertzih (Hz), vrhove signalov pa glede na njihovo 
obliko označili s standardnimi oznakami za singlet (s), razširjen singlet (rs), dublet (d), 
dublet dubleta (dd), dublet dubleta dubleta (ddd), dublet tripleta dubleta (dtd), razširjen 
dublet (rd), triplet (t), triplet dubleta (td), triplet dubleta dubleta (tdd), triplet tripleta (tt) 
in multiplet (m). Pri obdelavi spektrov smo uporabili računalniški program MestReNova 
(Masterlab Research). 
Infrardeča spektroskopija (IR)  
S tehniko oslabljene popolne odbojnosti (ATR) smo spojinam posneli IR spektre, pri 
čemer posebna predpriprava vzorcev ni bila potrebna. IR spektre smo posneli na 




Masna spektroskopija  
Vmesnim produktom in končnim spojinam smo posneli MS oziroma HRMS masne 
spektre. Za snemanje MS spektrov smo uporabili LC-MS sistem Expression proizvajalca 
Advion, za snemanje HRMS masnih spektrov pa smo uporabili LC/MS System Q 
Executive Plus proizvajalca Thermo Scientific. Snemanje masnih spektrov smo izvedli 
na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.  
Risanje in poimenovanje spojin  
Za risanje reakcijskih shem in struktur spojin ter za njihovo poimenovanje smo uporabili 
računalniški program ChemDraw Professional 17.1 (PerkinElmer, Inc.).  
Biokemijsko testiranje 
Testiranje inhibicije MAO  
Končnim spojinam smo s fluorimetričnim testom določili zaviralno aktivnost na obeh 
izoformah encima MAO. Učinkovitost zaviralne aktivnosti sintetiziranih spojin smo 
ovrednotili posredno preko nastanka vodikovega peroksida (H2O2) iz p-tiramina, ki je 
neselektiven substrat za obe izoformi MAO. Nastanek H2O2 smo detektirali s pomočjo 
reagenta Amplex Red® (10-acetil-3,7-dihidroksifenoksazin), ki se pretvori v 
fluorescentni produkt resorufin ob prisotnosti encima hrenove peroksidaze (Slika 10). 
Nastalemu resorufinu merimo fluorescenco, ki je sorazmerna količini nastalega H2O2, ta 
pa je premo sorazmeren katalitski aktivnosti encima. 
 
Slika 10: Katalitska pretvorba Amplex Red reagenta do resorufina s HRP. 
Pri izvedbi testa smo uporabili izolirani rekombinantni humani mikrosomalni encim 
MAO proizvajalca Sigma Aldrich. Slednji je bil pridobljen z ekspresijo v insektnih 
celicah, ki so bile okužene z rekombinantnim bakulovirusom, ki vsebuje genski zapis za 
humano MAO.  
Pred samim testom smo najprej izvedli postopek predinkubacije. To smo naredili tako, 
da smo na mikrotitrske ploščice nanesli raztopine končnih spojin v čistem DMSO, dodali 
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fosfatni pufer (50 mM, pH 7,4; 0,05 % (V/V) Triton X-114) in tolikšno količino encima 
MAO, ki oksidira približno 15 pmol p-tiramina na minuto. Nato smo mikrotitrsko 
ploščico inkubirali 30 min pri 37 °C. Po predinkubaciji smo sprožili encimsko reakcijo z 
dodatki 200 µM Amplex Red® reagenta, 2 U/mL hrenove peroskidaze in 1 mM p-
tiramina (celokupni volumen 200 µL). Mikrotitrsko ploščico smo ponovno postavili v 
komoro čitalca na 37 °C, kjer smo 20 minut merili fluorescenco nastalega resorufina (λex 
= 530 nm, λem = 590 nm). Fluorescenca je v tem času naraščala linearno. Namesto 
raztopin končnih spojin smo za kontrolo uporabili čisti DMSO, za izvedbo slepega 
poskusa pa smo namesto raztopine encima na mikrotitrsko ploščico dodali fosfatni pufer. 
Zaviralno delovanje naših spojin smo izrazili v obliki rezidualne aktivnosti (RA). 
Vrednost rezidualne aktivnosti predstavlja razmerje med hitrostjo encimske reakcije ob 
prisotnosti zaviralca (vi) in hitrostjo encimske reakcije v odsotnosti zaviralca (v0): RA = 
(vi – b) / (v0 – b) × 100 %; pri čemer je b enaka hitrosti slepe, ki ne vsebuje encima. 
Vrednosti IC50 (koncentracija zaviralca, pri kateri je aktivnost encima enaka 50 % 
normalne) smo določili spojinam, ki so imele RA pri 100 µM koncentraciji spojine nižjo 
od 50 %. Pri izračunu IC50 smo uporabili računalniški program GraphPad Prism 8.0. 
Reverzibilnim zaviralcem vrednosti IC50 določamo lažje kot ireverzibilnim zaviralcem, 
saj moramo biti pri slednjih dosti bolj kritični in previdni pri interpretaciji rezultatov. 
Testiranim spojinam smo določili tudi, ali je njihovo zaviranje encima časovno odvisno. 
To smo preizkusili tako, da smo spreminjali čas predinkubacije, in sicer smo spojine 
namesto 30 minut predinkubirali 5 oziroma 15 minut.  
Test reverzibilnosti  
Pri omenjenem testu smo encim MAO predinkubirali z zaviralci v koncentraciji, ki je 10-
krat večja od njihove IC50 vrednosti v skupnem volumnu 50 µL. Mikrotitrsko ploščico 
smo predinkubirali 30 minut pri 37 °C. Mešanico encima in zaviralcev smo nato z 
reakcijskim pufrom, ki je vseboval reagent Amplex Red, hrenovo peroksidazo in p-
tiraminijev klorid redčili za faktor 100. Končna koncentracija vseh reagentov in encimov 




4. EKSPERIMENTALNI DEL  
4.1 Sinteza 2-((4-aminofenil)tio)etanola (1)  
Postopek A 
 
V 100 mL THF smo raztopili izhodni 4-aminobenzentiol (2,00 g, 15,98 mmol, 1 eq) in 
kalijev karbonat (4,424 g, 32,0 mmol, 2 eq). Nastalo raztopino smo s pomočjo ledene 
kopeli ohladili na 0 °C, ter ji med mešanjem na magnetnem mešalu po kapljicah dodali 
2-kloroetanol (1,18 mL, 17,6 mmol, 1,1 eq). Suspenzijo smo nato mešali 12 h pri 70 °C, 
nato smo pod znižanim tlakom odstranili THF. Dobljeni produkt smo ekstrahirali z DKM 
(3 × 50 mL) in vodo (30 mL). Zbrane organske faze smo posušili z brezvodnim Na2SO4 
ter prefiltrirali, odparili topilo, nato pa dobljeni produkt očistili s kolonsko 
kromatografijo. Za pripravo kolone smo kot mobilno fazo uporabili mešanico topil 
DKM/MeOH v razmerju 50/1, čiščenje produkta pa smo nadaljevali z razmerjem topil 
20/1. Nečiste frakcije smo dodatno očistili z dodatno kolonsko kromatografijo (mobilna 
faza EtOAc/Hex v razmerju 1/2). Izolirali smo 3,798 g produkta 1, ki je bil v obliki 
rjavega olja. Zaradi združevanja produkta s produktom sintetiziranim po postopku B v 
tem primeru ne moremo izračunati izkoristka reakcije.  
IUPAC ime 2-((4-Aminofenil)tio)etan-1-ol 1  
Molska masa 169,24 g/mol 
Izgled Rjavo olje 
Izkoristek / 
TLC Rf = (DKM/MeOH = 20/1, V/V) = 0,16 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7.25–7.29 (m, 2H), 6.58–6.66 (m, 2H), 3.74 (rs, 
2H), 3.65 (q, J = 5.9 Hz, 2H), 2.94 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.15 
(t, J = 6.3 Hz, 1H). 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 146.54; 134.77; 121.43; 115.74; 60.06; 39.84. 
 
LCMS (ESI+) Izračunano za C8H12NOS (M+H)
+ (m/z): 170,1 





V bučko smo zatehtali izhodni 4-aminobenzentiol (3,00 g, 23,96 mmol, 1 eq) in ga 
raztopili v 50 mL EtOH. Nastali raztopini smo dodali uprašen NaOH (0,96 g, 24,0 mmol, 
1 eq) in 2-bromoetanol (3,06 g, 24,0 mmol, 1 eq). Reakcijsko zmes smo nato mešali 12 
ur pri sobni temperaturi. Po poteku reakcije smo pod znižanim tlakom odparili topilo. 
Dobljenemu produktu smo dodali vodo (50 mL) in ekstrahirali z Et2O (2 × 50 mL). 
Združene organske faze smo posušili z dodatkom brezvodnega Na2SO4, jih prefiltrirali 
ter združili z organskimi fazami iz sinteznega postopka A.  
4.2 Sinteza 2-((3-aminofenil)tio)etanola (2) 
 
Glede na dobljene izkoristke pri sintezi 2-((4-aminofenil)tio)etanola 1 smo se pri sintezi 
2-((3-aminofenil)tio)etanola 2 odločili za sintezni postopek z uporabo 2-kloroetanola – 
postopek A. V bučko smo natehtali izhodni 3-aminobenzentiol (5,00 g, 40,0 mmol, 1 eq) 
in kalijev karbonat (11,06 g, 80,0 mmol, 2 eq) ter ju raztopili v 100 mL THF. Suspenzijo 
smo na ledeni kopeli ohladili na 0 °C ter ji med mešanjem po kapljicah dodali 2-
kloroetanol (2.94 mL, 44 mmol, 1.1 eq). Reakcijsko zmes smo 12 h mešali pri 70 °C. 
Nato smo pod znižanim tlakom odparili THF ter izvedli ekstrakcijo z vodo (100 mL) in 
EtOAc (2 × 70 mL). Zbrane organiske faze smo posušili z brezvodnim Na2SO4, jih 
prefiltrirali ter uparili na rotavaporju. Postopek čiščenja produkta je bil enak kot pri 
spojini 1. Na ta način nam je uspelo izolirati 4,356 g produkta 2 v obliki rjavega olja.  
IUPAC ime 2-((3-Aminofenil)tio)etan-1-ol 2  
Molska masa 169,24 g/mol 
Izgled Rjavo olje 
Izkoristek 74,8 % 




(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7.06 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.75 (ddd, J = 7.7, 1.8, 1.0 
Hz, 1H), 6.69 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 6.51 (ddd, J = 8.0, 2.3, 0.9 
Hz, 1H), 3.72 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.27 (rs, 2H), 3.05 (t, J = 
6.0 Hz, 2H). 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 




Izračunano za C8H12NOS (M+H)
+ (m/z): 170,1 
Izmerjena vrednost: 169,9 
4.3 Sinteza 1-((4-((2-hidroksietil)tio)fenil)amino)metoksipropan-2-ola (3) 
 
2-((4-Aminofenil)tio)etanol 1 (150 mg, 0,886 mmol, 1 eq) smo raztopili v 5 mL MeCN. 
Raztopini smo dodali glicidil metil eter (111 µL, 1,064 mmol, 1,2 eq) in katalizator SnCl4 
× H2O (16 mg, 0,0443 mmol, 5 % mol). Reakcijsko zmes smo nato mešali čez noč pri 80 
°C. Naslednji dan smo naredili TLC, ki je pokazal, da je v reakcijski zmesi še precej 
nezreagirane izhodne spojine, zato smo spojino sintetizirali po alternativnem postopku.  
 
V debelostenski reaktor smo natehtali spojino 1 (1,67 g, 9,87 mmol, 1 eq) in jo raztopili 
v 50 mL Et2O. Nastali raztopini smo med mešanjem dodali katalitično količino LiClO4 
ter glicidil metil eter (1,14 mL, 10,86 mmol, 1,1 eq). Ker se je na steni reaktorja začelo 
nabirati olje, smo Et2O odparili s segrevanjem in tokom argona ter nato dodali 20 mL 
EtOH. Reakcijsko zmes smo nato mešali čez noč pri 60 °C. Naslednji dan smo po TLC 
analizi reakcijske zmesi ugotovili, da je reakcija potekla. Nato smo na rotavaporju 
odparili topilo in naredili ekstrakcijo, pri kateri smo uporabili 20 mL vode in EtOAc (3 × 
20 mL). Organske faze smo združili, posušili z brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali ter 
uparili topilo. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo 
DKM/MeOH v razmerju 50/1 (gradient na 20/1 ter nato še 9/1). Ker produkt ni bil dovolj 
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čist, smo naredili kolono z mobilno fazo EtOAc/Hex v razmerju 4/1. Izolirati nam je 
uspelo 1,733 g rdečkastega olja – produkt 3.  
IUPAC ime 1-((4-((2-Hidroksietil)tio)fenil)amino)-3-metoksipropan-2-ol 3  
Molska masa 257,35 g/mol 
Izgled Rdečkasto olje 
Izkoristek 68,3 % 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 4/1, V/V) = 0,28 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7.24–7.28 (m, 2H), 6.53–6.56 (m, 2H), 3.96–4.01 
(m, 1H), 3.62 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.48 (dd, J = 9.6, 3.9 Hz, 
1H), 3.42 (dd, J = 9.6, 6.3 Hz, 1H), , 3.39 (s, 3H), 3.25 (dd, J = 
12.8, 4.2 Hz, 1H), 3.11 (dd, J = 12.8, 7.3 Hz, 1H), 2.90 (t, J = 
5.9 Hz, 2H),  
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 148.27; 134.91; 120.22; 113.68; 74.94; 68.94; 
60.07; 59.33; 46.51; 39.90. 
LC-MS (ESI+) Izračunano za C12H20NO3S (M+H)
+ (m/z): 258,1 
Izmerjena vrednost: 258,0 
4.4 Sinteza 1-((3-((2-hidroksietil)tio)fenil)amino)-3-metoksipropan-2-ola (4) 
 
V debelostenski reaktor smo natehtali spojino 2 (4,356 g, 25,7 mmol, 1 eq) in jo raztopili 
v 60 mL MeCN. Raztopini smo nato dodali katalitično količino LiClO4 in glicidil metil 
eter (4,035 mL, 38,55 mmol, 1,5 eq). Zmes smo mešali čez noč pri 110 °C. Pod znižanim 
tlakom smo nato odparili topilo ter naredili ekstrakcijo s 50 mL H2O in EtOAc (3 × 50 
mL). Organske faze smo posušili z brezvodnim Na2SO4, jih prefiltrirali in odparili topilo. 
Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo EtOAc/Hex v razmerju 





IUPAC ime 1-((3-((2-Hidroksietil)tio)fenil)amino)-3-metoksipropan-2-ol 4  
Molska masa 257,35 g/mol 
Izgled Rumenkasto olje 
Izkoristek 60,8 % 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/1, V/V) = 0,27 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7.05 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 6.69 (ddd, J = 7.7, 1.7, 0.9 
Hz, 1H), 6.63 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 6.45 (ddd, J = 8.2, 2.3, 0.9 
Hz, 1H), 3.94–3.99 (m, 1H), 3.70 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.45 (dd, 
J = 9.7, 4.0 Hz, 1H), 3.40 (dd, J = 9.7, 6.3 Hz, 1H), 3.37 (s, 
3H), 3.23 (dd, J = 12.8, 4.2 Hz, 1H), 3.08 (dd, J = 12.8, 4.2 
Hz, 1H), 3.04 (t, J = 6.2 Hz, 2H). 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 148.81; 135.81; 129.82; 118.91; 114.18; 111.59; 
74.94; 68.91; 60.54; 59.26; 46.55; 36.78. 
LC-MS (ESI+) Izračunano za C12H20NO3S (M+H)
+ (m/z): 258,1 
Izmerjena vrednost: 258,1 
4.5 Sinteza 3-(4-((2-hidroksietil)tio)fenil)-5-(metoksimetil)oksazolidin-2-ona (5) 
 
V bučko smo natehtali izhodno spojino 3 (1,538 g, 5,976 mmol, 1 eq) in jo raztopili v 30 
mL brezvodnega THF. Bučko smo s pomočjo igle prepihali z argonom, da smo zagotovili 
inertno atmosfero. Nato smo reakcijski zmesi dodali Et3N (1,66 mL, 11,952 mmol, 2 eq) 
in po kapljicah trifosgen (1,951 g, 6,574 mmol, 1,1 eq). Zmes smo mešali čez vikend pri 
sobni temperaturi. Glede na TLC analizo izhodna spojina ni bila pristona, nastala pa je 
lisa, ki bi lahko ustrezala produktu. Izvedli smo ekstrakcijo z 30 mL NaHCO3 (aq) in 
DKM (2 × 30 mL). Združene organske faze smo posušili z Na2SO4, jih filtrirali in uparili 
na rotavaporju. Dobljeni produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo ob uporabi 
mobilne faze EtOAc/Hex v razmerju 1/4. Spiranje kolone smo nato nadaljevali z enako 
mešanico topil, vendar v razmerju 1/1. Izolirati nam je uspelo dve različni spojini, vendar 





Spojino 3 (130 mg, 0,505 mmol, 1 eq) smo natehtali v bučko ter jo raztopili v 10 mL 
DKM in 5 mL THF. Reakcijski zmesi smo dodali Et3N (105 µL, 0,758 mmol, 1,5 eq) in 
karbonildiimidazol - CDI (123 mg, 0,758 mmol, 1,5 eq). Zmes smo mešali 2 h pri sobni 
temperaturi. TLC analiza je pokazala, da reakcija še ni potekla, zato smo reakcijsko zmes 
segrevali na 60 °C naslednje 3 h. Po 3 h smo ponovno naredili TLC iz katerega smo videli, 
da je reakcija delno potekla. Produkt smo ekstrahirali z DKM (3 × 10 mL), ki smo ga nato 
uparili pod znižanim tlakom. LC-MS analiza je razkrila, da med nastalimi produkti ni 
nobenega z ustreznom masnim signalom našega željenega produkta, zato smo zmes 
zavrgli. 
 
Spojino 3 (2,903 g, 11,3 mmol, 1 eq) smo natehtali v bučko in jo raztopili v 50 mL MeCN. 
Nastali raztopini smo dodali kalijev karbonat (3,904 g, 28,25 mmol, 2,5 eq) in jo ohladili 
na 0 °C. Nato smo dodali etil kloroformat (1,62 mL, 17 mmol, 1,5 eq) ter vse skupaj 
mešali najprej pri 0 °C 1 h, nato pa čez noč pri 95 °C. Reakcijski zmesi smo pod znižanim 
tlakom uparili MeCN. Sledila je ekstrakcija s 30 mL H2O in EtOAc (2 × 30 mL). Zbrane 
organske faze smo posušili z brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali ter uparili topilo. Izolirani 
produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo in mobilno fazo DKM/MeOH v razmerju 
50/1. Dobili smo 1,913 g očiščenega produkta 5, ki je bil v obliki rdečkaste poltrdne snovi.  
IUPAC ime 3-(4-((2-Hidroksietil)tio)fenil)-5-(metoksimetil)oksazolidin-2-on 5  
Molska masa 283,34 g/mol 
Izgled Rdečkasta poltrdna snov 
Izkoristek 59,9 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 20/1, V/V) = 0,31 
1H NMR δ (ppm) = 7.43–7.46 (m, 2H), 7.34–7.38 (m, 2H), 4.72 (ddt, J = 





6.4 Hz, 1H), 3.67 (t, J = 6.6 Hz, 2H)j, 3.60 (dd, J = 4.4, 2.1 Hz, 




δ (ppm) = 154.56; 137.18; 131.57; 129.80; 118.72; 72.49; 71.37; 
60.36; 59.65; 46.94; 37.79. 
LC-MS (ESI+) Izračunano za C13H18NO4S (M+H)
+ (m/z): 284,1 
Izmerjena vrednost: 283,9 
4.6 Sinteza 3-(3-((2-hidroksietil)tio)fenil)-5-(metoksimetil)oksazolidin-2-ona (6) 
 
Spojino 4 (2,202 g, 8,56 mmol, 1 eq) smo natehtali v debelostenski reaktor in jo raztopili 
v 70 mL MeCN. Raztopini smo dodali kalijev karbonat (2,96 g, 21,4 mmol, 2,5 
eq),ohladili na 0 °C, dodali etil kloroformat (1,22 mL, 12,84 mmol, 1,5 eq) ter mešali čez 
noč pri 90 °C. Rekacijski zmesi smo uparili topilo, zaostanek pa ekstrahirali s 50 mL vode 
in EtOAc (3 × 50 mL). Združene organske faze smo posušili z Na2SO4, prefiltrirali ter 
uparili topilo. Izolirani produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo, pri kateri smo kot 
mobilno fazo uporabili DKM/MeOH v razmerju 20/1. Izolirali smo 1,831 g produkta 6.  
IUPAC ime 3-(3-((2-Hidroksietil)tio)fenil)-5-(metoksimetil)oksazolidin-2-on 6  
Molska masa 283,34 g/mol 
Izgled Rumenkasto olje 
Izkoristek 75,5 % 




δ (ppm) = 7.59 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 7.28 (ddd, J = 8.2, 2.1, 1.2 Hz, 
1H), 7.23 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.08 (dt, J = 7.6, 1.4 Hz, 1H), 4.72 
(ddt, J = 8.8, 6.5, 4.2 Hz, 1H), 4.00 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 3.85 (dd, J 
= 8.8, 6.5 Hz, 1H), 3.74 (q, J = 6.3 Hz, 2H), 3.62 (dd, J = 10.8, 4.1 
Hz, 1H), 3.57 (dd, J = 10.9, 4.4 Hz, 1H), 3.39 (s, 3H), 3.09 (t, J = 






δ (ppm) = 154.50; 138.55; 136.73; 129.24; 124.13; 118.20; 
115.51; 72.28; 71.36; 60.37; 59.36; 46.63; 35.90. 
LC-MS (ESI+) Izračunano za C13H18NO4S (M+H)
+ (m/z): 284,1 
Izmerjena vrednost: 284,3 
4.7 Sinteza 3-(4-((2-hidroksietil)sulfonil)fenil)-5-(metoksimetil)oksazolidin-2-ona 
(7) 
 
Spojino 5 (600 mg, 2,1 mmol, 1 eq) smo natehtali v bučko in raztopili v 10 mL ocetne 
kisline. Dodali smo 50 mg natrijevega volframata dihidrata, ki je služil kot katalizator ter 
nastalo reakcijsko zmes ohladili na 0 °C. Nato smo po kapljicah dodajali 30 % H2O2 (1,32 
mL, 44,0 mmol, 21 eq) ter mešali pri sobni temperaturi 4 h. Glede na TLC analizo je 
reakcija potekla, saj izhodne spojine ni bilo več prisotne. Izvedli smo ekstrakcijo z 20 mL 
vode in EtOAc (3 × 20 mL). Združene organske faze smo posušili z brezvodnim Na2SO4 
in jih prefiltrirali. Topilo smo nato odparili pod znižanim tlakom in izolirani produkt 
očistili s kolonsko kromatografijo ob uporabi mobilne faze DKM/MeOH v razmerju 50/1, 
ki smo ga po nekaj frakcijah spremenili v razmerje 20/1. Izolirali smo 260 mg čistega 
produkta 7 v obliki belih kristalov. 
IUPAC ime 3-(4-((2-Hidroksietil)sulfonil)fenil)-5-(metoksimetil)oksazolidin-2-
on 7  
Molska masa 315,34 g/mol 
Izgled Bela kristalinična snov 
Izkoristek 91,5 % 




δ (ppm) = 7.86–7.89 (m, 2H), 7.73–7.77 (m, 2H), 4.80 (ddt, J = 8.9, 
6.2, 4.0 Hz, 1H) 4.09 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 3.94–3.99 (m, 3H), 3.68 
(dd, J = 10.8, 4.1 Hz, 1H), 3.63 (dd, J = 10.8, 4.0 Hz, 1H), 3.42 (s, 






δ (ppm) = 154.28; 143.35; 133.35; 129.36; 117.92; 72.27; 71.68; 
59.77; 58.52; 56.46; 46.71. 
LC-MS 
(ESI+) 
Izračunano za C13H18NO6S (M+H)
+ (m/z): 316,1 
Izmerjena vrednost: 316,1 
4.8 Sinteza 3-(4-((2-hidroksietil)sulfinil)fenil)-5-(metoksimetil)oksazolidin-2-ona (8) 
 
V bučko smo natehtali spojino 5 (800 mg, 2,82 mmol, 1 eq) in jo raztopili v 10 mL ocetne 
kisline. Dodali smo za konico spatule natrijevega volframata dihidrata in reakcijsko zmes 
ohladili na 0 °C. Nato smo po kapljicah dodali 30 % H2O2 (1,72 mL, 57,38 mmol, 20 eq) 
ter mešali pri sobni temperaturi 30 min. S TLC smo preverili, da je reakcija potekla, zato 
smo naredili ekstrakcijo z 20 mL vode in EtOAc (3 × 20 mL). V vodno fazo smo dodali 
trden natrijev hidrogen karbonat in naredili TLC vodne in organske faze. Ker je bilo še 
vedno dosti produkta v vodni fazi, smo uparili tako organsko kot vodno fazo. Produkta iz 
organske in vodne faze smo združili ter s pomočjo suhega nanosa nanesli na kolono. Kot 
mobilno fazo za kolonsko kromatografijo smo uporabili DKM/MeOH v razmerju 50/1 → 
20/1. Izolirati nam je uspelo 30 mg čistega produkta 8 in 319 mg nečistega produkta 8 ter 
274 mg sulfona 7, ki je nastal kot posledica oksidacije sulfoksida 8.  
IUPAC ime 3-(4-((2-Hidroksietil)sulfinil)fenil)-5-(metoksimetil)oksazolidin-2-
on 8 
Molska masa 299,34 g/mol 
Izgled Beli kristali 
Izkoristek 41,3 % 




δ (ppm) = 7.90–7.81 (m, 2H), 7.79–7.71 (m, 2H), 4.21 (t, J = 9.1 
Hz, 1H), 4.05–3.96 (m, 2H), 3.82 (dt, J = 11.9, 5.1 Hz, 1H), 3.69 
(ddd, J = 15.3, 11.1, 3.7 Hz, 2H), 3.45 (s, 3H), 3.33 (dt, J = 3.3, 1.6 






δ (ppm) = 154.47; 141.11; 137.52; 125.24; 118.63; 72.41; 71.54; 
59.78; 58.71; 56.98; 46.91. 
LC-MS 
(ESI+) 
Izračunano za C13H18NO5S [M+H]
+ (m/z): 300,1 
Izmerjena vrednost: 300,1 
4.9 Sinteza 5-(metoksimetil)-3-(4-(vinilsulfonil)fenil)oksazolidin-2-ona (10) 
 
Spojino 7 (0,208 g, 0,660 mmol, 1 eq) smo natehtali v bučko in raztopili v 30 mL DKM. 
Nastalo raztopino smo s pomočjo ledene kopeli ohladili na 0 °C. Raztopini smo po 
kapljicah dodali metansulfonil klorid (77 µL, 0,99 mmol, 1,5 eq) in Et3N (279 µL, 1,98 
mmol, 3 eq). Reakcijsko zmes smo mešali 12 h pri sobni temperaturi. TLC analiza po 12 
urah je pokazala, da je bilo prisotne še precej nezreagirane izhodne spojine, zato smo 
dodali Et3N (279 µL, 1,98 mmol, 3 eq) in reakcijsko zmes 2 h segrevali na 80 °C. Sledila 
je ekstrakcija z 20 mL vode in DKM (3 × 20 mL). Organske faze smo združili, sprali z 
20 mL nasičene vodne raztopine NaHCO3, posušili z brezvodnim Na2SO4 ter uparili 
topilo. Surovi metansulfonat 9 smo raztopili v 30 mL THF ter mu dodali KOtBu (0,143 
g, 1,27 mmol, 2 eq). Reakcijsko zmes smo 1 h mešali pri sobni temperaturi. Reakcijski 
zmesi smo nato uparili topilo in izvedli ekstrakcijo z 20 mL vode in EtOAc (3 × 20 mL). 
Združene organske faze smo posušili z Na2SO4 ter uparili topilo. Produkt smo očistili s 
kolonsko kromatografijo (mobilna faza DKM/aceton v razmerju 98/2). Izolirali smo 48 
mg belega kristaliničnega produkta 10. 
IUPAC ime 5-(Metoksimetil)-3-(4-(vinilsulfonil)fenil)oksazolidin-2-on 10  
Molska masa 297,33 g/mol 
Izgled Beli kristali 
Izkoristek 24,5 % 
TLC Rf (DKM/aceton = 98/2, V/V) = 0,17 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7.83–7.87 (m, 2H), 7.71–7.75 (m, 2H), 6.63 (dd, J 
= 16.5, 9.8 Hz, 1H), 6.41 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 6.00 (d, J = 9.8 
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Hz, 1H), 4.80 (ddt, J = 8.9, 6.2, 4.1 Hz, 1H), 4.09 (t, J = 8.9 
Hz, 1H), 3.97 (dd, J = 8.8, 6.2 Hz, 1H), 3.67 (dd, J = 10.7, 4.2 
Hz, 1H), 3.63 (dd, J = 10.7, 4.0 Hz, 1H), 3.42 (s, 3H). 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 154.22; 143.11; 138.67; 133.86; 129.31; 127.53; 
117.95; 72.30; 71.61; 59.78; 46.76. 
HRMS (ESI+) Izračunano za C13H16NO5S [M+H]
+ (m/z): 298,07437 
Izmerjena vrednost: 298,07419 
IR (ATR) 3054, 2929, 2819, 1746, 1595, 1502, 1476, 1422, 1402, 1341, 
1298, 1257, 1216, 1140, 1086, 1067, 988, 966, 911, 895, 850, 
811, 784, 744, 717, 700, 652, 631, 568, 522 cm–1 
HPLC tR = 4,480 min, čistost 98,3 % (220 nm) 
4.10 Sinteza 3-(3-((2-hidroksietil)sulfinil)fenil)-5-(metoksimetil)oksazolidin-2-ona 
(11) 
 
V bučko smo zatehtali spojino 6 (0,603 g, 2,13 mmol, 1 eq) in jo raztopili v 30 mL MeCN. 
Nastalo reakcijsko zmes smo ohladili na 0 °C in ji po kapljicah dodali H2O2 (1,29 mL, 
43,03 mmol, 20 eq). Zmes smo mešali 4 h pri sobni temperaturi. Potek reakcije smo 
preverili s TLC in ugotovili, da reakcija ni potekla, zato smo dodali 0,5 mL ocetne kisline 
ter reakcijsko zmes mešali čez noč. Ker je bila v zmesi še vedno prisotna izhodna spojina 
6, smo pod znižanim tlakom uparili topilo, dodali 3 mL ocetne kisline in 0,5 mL H2O2 
(0,5 mL,16,68 mmol, 8 eq) ter mešali 2 h pri sobni temperaturi. Reakcijski zmesi smo 
uparili topilo, nastali oborini dodali vodo (20 mL) in ekstrahirali z 20 mL EtOAc in 20 
mL DKM. Organski fazi smo združili ter uparili topilo. Surov produkt smo čistili s 
kolonsko kromatografijo in mobilno DKM/MeOH v razmerju 50/1 →20/1. Izolirali smo 
0,220 g brezbarvnega olja. Spojina je zaradi dveh kiralnih centrov (sulfoksid in kiralni 
center na oksazolidin-2-onskem obroču) zmes dveh diastereoizomerov, kar je vidno tudi 
iz posnetih 1H in 13C spektrov. 
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4.11 Sinteza 3-(3-((2-hidroksietil)sulfonil)fenil)-5-(metoksimetil)oksazolidin-2-ona 
(12) 
 
Spojino 6 (1,139 g, 4,02 mmol, 1 eq) smo natehtali v bučko in raztopili v 10 mL ocetne 
kisline. Nastali raztopini smo dodali 50 mg natrijevega volframata dihidrata in jo ohladili 
na 0 °C. Ohlajeni reakcijski zmesi smo po kapljicah dodali 30 % H2O2 (2,45 mL, 81,74 
mmol, 20 eq) in mešali 4 h pri sobni temperaturi. Reakcijsko zmes smo ekstrahirali z 20 
mL vode in EtOAc (3 × 20 mL). Združene organske faze smo posušili z Na2SO4, jih 
prefiltrirali in uparili topilo. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo in mobilno 
fazo DKM/MeOH v razmerju 20/1. Izolirali smo 1,055 g produkta 12 v obliki 
brezbarvnega olja. 
IUPAC ime 3-(3-((2-Hidroksietil)sulfinil)fenil)-5-(metoksimetil)oksazolidin-2-on 
11 
Molska masa 299,34 g/mol 
Izgled Brezbarvno olje 
Izkoristek 34,5 % 




δ (ppm) = 7.79–7.83 (m, 2H), 7.75–7.77 (m, 2H), 7.53 (t, J = 8.0 Hz, 
2H), 7.36 (dq, J = 7.8, 1.4 Hz, 2H), 4.76–4.82 (m, 2H), 4.07–4.17 
(m, 4H), 3.96–4.03 (m, 4H), 3.60–3.69 (m, 4H), 3.50 (rs, 2H), 3.423 




δ (ppm) = 154.53; 144.47; 144.45; 139.58; 130.24; 120.59; 119.03; 
112.91; 72.47; 72.41; 71.60; 71.57; 59.77; 58.65; 58.60; 57.06; 
46.97; 46.93. 
LC-MS (ESI+) Izračunano za C13H18NO5S [M+H]
+ (m/z): 300,1 




on 12  
Molska masa 315,34 g/mol 
Izgled Brezbarvno olje 
Izkoristek 83,2 % 




δ (ppm) = 7.96 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 7.91 (ddd, J = 8.3, 2.4, 1.1 Hz, 
1H), 7.61 (ddd, J = 7.8, 1.7, 1.1 Hz, 1H), 7.53 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 
4.78 (ddt, J = 9.0, 6.4, 4.1 Hz, 1H), 4.09 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 3.91–
3.96 (m, 3H), 3.65 (dd, J = 10.9, 4.0 Hz, 1H), 3.59 (dd, J = 10.9, 4.2 




δ (ppm) = 154.58; 140.05; 139.39; 130.23; 123.16; 122.83; 116.86; 
72.29; 71.77; 59.64; 58.25; 56.20; 46.69. 
LC-MS 
(ESI+) 
Izračunano za C13H18NO6S [M+H]
+ (m/z): 316,1 
Izmerjena vrednost: 316,1 
4.12 Sinteza 5-(metoksimetil)-3-(4-(vinilsulfinil)fenil)oksazolidin-2-ona (14) 
 
Spojino 8 (0,311 g, 1,04 mmol, 1 eq) smo natehtali v bučko, jo raztopili v 30 mL DKM 
in s pomočjo ledene kopeli ohladili na 0 °C. V ohlajeno raztopino smo po kapljicah dodali 
metansulfonil klorid (0,242 mL, 3,12 mmol, 3 eq) in Et3N (0,440 mL, 3,12 mmol, 3 eq). 
Reakcijsko zmes smo mešali čez noč pri sobni temperaturi. Sledila je ekstrakcija z 20 mL 
vode in DKM (3 × 20 mL). Organske faze smo posušili z Na2SO4, jih prefiltrirali in uparili 
topilo. Surov intermediat 13 smo raztopili v 30 mL THF in dodali KOtBu (0,350 g, 3,12 
mmol, 3 eq) ter mešali 1 h pri sobni temperaturi. Zmes smo ekstrahirali z 20 mL vode in 
EtOAc (3 × 20 mL). Združene organske faze smo posušili z Na2SO4, jih prefiltrirali in 
uparili topilo. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo 
DKM/aceton v razmerju 98/2→ 8/1. Izolirali smo 0,141 g produkta 14 v obliki poltrdne 
snovi bele barve.  
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IUPAC ime 5-(Metoksimetil)-3-(4-(vinilsulfinil)fenil)oksazolidin-2-on 14  
Molska masa 281,33 g/mol 
Izgled Bela poltrdna snov 
Izkoristek 48,3 % 
TLC Rf (DKM/aceton = 8/1, V/V) = 0,19 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7.62–7.66 (m, 2H), 7.52–7.56 (m, 2H), 6.51 (dd, J = 
16.4, 9.6 Hz, 1H), 6.11 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 5.84 (d, J = 9.6 
Hz, 1H), 4.72 (ddt, J = 9.0, 6.3, 4.1 Hz, 1H), 4.00–4.04 (m, 
1H), 3.88 (dd, J = 8.8, 6.3 Hz, 1H), 3.60 (dd, J = 10.8, 4.1 Hz, 
1H), 3.56 (dd, J = 10.8, 4.1 Hz, 1H), 3.35 (s, 3H). 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 154.26; 142.66; 142.65; 141.02; 137.46; 125.91; 
125.89; 120.69; 118.42; 72.25; 71.43; 59.54; 46.63. 
HRMS (ESI+) Izračunano za C13H16NO4S [M+H]
+ (m/z): 282,07946 
Izmerjena vrednost: 282,07916 
IR (ATR) 3696, 3680, 3664, 2981, 2972, 2937, 2866, 2843, 2827, 1737, 
1597, 1476, 1410, 1362, 1306, 1280, 1227, 1194, 1129, 1083, 
1057, 1033, 1009, 991, 944, 890, 858, 815, 785, 750, 707, 677, 
665, 646, 590, 527, 504 cm–1 
HPLC tR = 4,173 min, čistost 96,4 % (220 nm) 
4.13 Sinteza 5-(metoksimetil)-3-(3-(vinilsulfinil)fenil)oksazolidin-2-ona (16) 
 
Spojino 11 (0,188 g, 0,629 mmol, 1 eq) smo raztopili v 30 mL DKM. Raztopino smo 
ohladili na 0 °C in ji po kapljicah dodali metansulfonil klorid (0,147 mL, 1,887 mmol, 3 
eq) ter Et3N (0,266 mL, 1,887 mmol, 3 eq). Reakcijsko smo mešali čez noč pri sobni 
temperaturi. Zmes smo ekstrahirali z 20 mL vode in DKM (3 × 20 mL). Združene 
organske faze smo posušili z Na2SO4, prefiltrirali in jih uparili pod znižanim tlakom. 
Intermediat 15 smo raztopili v 30 mL THF, mu dodali KOtBu (0,211 g, 1,887 mmol, 3 
eq) ter mešali pri sobni temperaturi 1 h. Zmes smo nato ekstrahirali z 20 mL vode in 
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EtOAc (3 × 20 mL). Združene organske faze smo posušili z Na2SO4, prefiltrirali in uparili 
topilo. Izolirani produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo, kot mobilno fazo smo 
uporabili DKM/aceton v razmerju 98/2, ki pa smo ga nadomestili z razmerjem 8/1. 
Izolirali smo 0,058 g produkta 16 v obliki brezbarvnega olja. Spojina je prisotna kot zmes 
dveh diastereoizomerov, kar je razvidno iz 1H in 13C spektrov. 
IUPAC ime 5-(Metoksimetil)-3-(3-(vinilsulfinil)fenil)oksazolidin-2-on 16  
Molska masa 281,33 g/mol 
Izgled Brezbarvno olje 
Izkoristek 32,8 % 




δ (ppm) = 7.79 (dddd, J = 8.2, 5.7, 2.4, 1.0 Hz, 2H), 7.69–7.71 (m, 
2H), 7.48 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 7.31 (ddd, J = 7.8, 1.8, 1.0 Hz, 2H), 
6.59 (ddd, J = 16.4, 9.6, 1.0 Hz, 2H), 6.16 (dd, J = 16.5, 0.6 Hz, 
2H), 5.87 (dt, J = 9.6, 0.7 Hz, 2H), 4.73–7.79 (m, 2H), 4.07 (td, J = 
8.8, 3.1 Hz, 2H), 3.93–3.97 (m, 2H), 3.58–3.66 (m, 4H), 3.399 (s, 




δ (ppm) = 154.41; 144.49; 142.88; 139.57; 130.22; 121.18; 121.15; 
120.58; 120.57; 119.51; 119.48; 113.25; 72.43; 72.38; 71.51; 71.48; 
59.70; 46.89; 46.85. 
HRMS (ESI+) Izračunano za C13H16NO4S [M+H]
+ (m/z): 282,07946 
Izmerjena vrednost: 282,07926 
IR (ATR) 2987, 2928, 2894, 2811, 1742, 1593, 1480, 1441, 1406, 1367, 1320, 
1283, 1221, 1135, 1080, 1054, 1008, 990, 958, 789, 754, 687 cm–1 
HPLC tR = 4,243 min, čistost 97,7 % (220 nm) 
4.14 Sinteza 5-(metoksimetil)-3-(3-(vinilsulfonil)fenil)oksazolidin-2-ona (18) 
 
Spojino 12 (0,934 g, 2,97 mmol, 1 eq) smo natehtali v bučko in jo raztopili v 30 mL 
DKM. Nastalo raztopino smo ohladili na 0 °C in ji po kapljicah dodali metansulfonil 
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klorid (0,693 mL, 8,91 mmol, 3 eq) ter Et3N (1,25 mL, 8,91 mmol, 3 eq). Reakcijsko 
zmes smo mešali čez noč pri sobni temperaturi. Zmesi smo nato pod znižanim tlakom 
uparili topilo. Intermediat 17 smo raztopili v 30 mL THF, mu dodali KOtBu (1,000 g, 
8,81 mmol, 3 eq) ter mešali 1 h pri sobni temperaturi. Reakcijsko zmes smo ekstrahirali 
z 20 mL vode in EtOAc (3 × 20 mL), združili organske faze, jih posušili z Na2SO4, 
prefiltrirali in jim uparili topilo. Produkt smo očistimo s kolonsko kromatografijo 
(mobilna faza DKM/aceton v razmerju 100/1 nato 98/2). Izolirali smo 0,478 g čistega 
produkta 18.  
IUPAC ime 5-(Metoksimetil)-3-(3-(vinilsulfonil)fenil)oksazolidin-2-on 18  
Molska masa 297,33 g/mol 
Izgled Rumenkasta poltrdna snov 
Izkoristek 54,3 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 20/1, V/V) = 0,80 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7.86–7.90 (m, 2H), 7.53 (dt, J = 7.8, 1.4 Hz, 1H), 
7.47 (td, J = 7.8, 0.8 Hz, 1H), 6.62 (dd, J = 16.5, 9.8 Hz, 1H), 
6.38 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 6.01 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 4.76 (ddt, J 
= 9.0, 6.3, 4.0 Hz, 1H), 4.06 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 3.90 (dd, J = 
8.7, 6.3 Hz, 1H), 3.62 (dd, J = 10.9, 3.9 Hz, 1H), 3.57 (dd, J = 
10.9, 4.1 Hz, 1H), 3.35 (s, 3H). 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 154.29; 140.25; 139.35; 137.95; 130.12; 128.35; 
122.76; 122.52; 116.36; 72.21; 71.59; 59.50; 46.52. 
HRMS (ESI+) Izračunano za C13H16NO5S [M+H]
+ (m/z): 298,07437 
Izmerjena vrednost: 298,07414 
IR (ATR) 3114, 3042, 3024, 2991, 2930, 2898, 2832, 2814, 1737, 1598, 
1475, 1410, 1383, 1362, 1306, 1279, 1227, 1194, 1128, 1083, 
1058, 1008, 991, 978, 944, 890, 814, 785, 745, 707, 678, 664, 
645, 588, 528, 503 cm–1 
HPLC tR = 4,503 min, čistost 96,6 % (220 nm) 
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4.15 Sinteza 1-metoksi-3-(p-tolilamino)propan-2-ola (19) 
 
V debelostenski reaktor smo natehtali p-toluidin (1,0 g, 9,33 mmol, 1,0 eq) in ga raztopili 
v 3 mL MeCN. Nastali raztopini smo dodali konico spatule katalizatorja LiClO4 in glicidil 
metil eter (1,5 mL, 16,72 mmol, 1,8 eq ) ter mešali čez noč na 85 °C. Zmesi smo uparili 
topilo, nato pa jo ekstrahirali z 20 mL vode in EtOAc (3 × 20 mL). Organske faze smo 
združili, posušili z Na2SO4, prefiltrirali in jim uparili topilo. Produkt smo očistili s 
kolonsko kromatografijo, pri kateri smo kot mobilno fazo uporabili EtOAc/Hex v 
razmerju 1/1. Dobili smo 0,842 g produkta 19 v obliki olja rumene barve. 
IUPAC ime 1-Metoksi-3-(p-tolilamino)propan-2-ol 19  
Molska masa 195,26 g/mol 
Izgled Rumeno olje 
Izkoristek 46,2 % 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/1, V/V) = 0,22 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 6.99–7.03 (m, 2H), 6.57–6.60 (m, 2H), 4.01 (ddt, J 
= 7.4, 6.3, 4.0 Hz, 1H), 3.92 (rs, 1H), 3.50 (dd, J = 9.6, 3.9 
Hz, 1H), 3.44 (dd, J = 9.7, 6.4 Hz, 1H), 3.40 (s, 3H), 3.27 
(dd, J = 12.8, 4.2 Hz, 1H), 3.11 (dd, J = 12.8, 7.4 Hz, 1H), 
3.00 (rs, 1H), 2.26 (s, 3H). 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 146.00; 129.79; 127.07; 113.49; 75.10; 69.02; 
59.24; 47.17; 20.43. 
LC-MS (ESI +) Izračunano za C11H18NO2 [M+H]
+ (m/z): 196,1 
Izmerjena vrednost: 196,3 
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4.16 Sinteza 1-metoksi-3-(m-tolilamino)propan-2-ola (20) 
 
V debelostenskem reaktorju smo zmešali m-toluidin (1 mL, 9,32 mmol. eq), 3 mL MeCN, 
glicidil metil eter (1,5 mL, 16,72 mmol, 1,8 eq) in katalitično količino LiClO4. Nadaljni 
postopek je enak postopku opisanemu pri sintezi derivata 19. Izolirali smo 0,882 g 
produkta 20 v obliki rumenega olja.  
IUPAC ime 1-Metoksi-3-(m-tolilamino)propan-2-ol 20  
Molska masa 195,26 g/mol 
Izgled Rumenkasto olje 
Izkoristek 48,9 % 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/1, V/V) = 0,42 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7.08 (t, J = 7.5, 0.8 Hz, 1H), 6.55–6.58 (m, 1H), 
6.46–6.49 (m, 2H), 3.99–4.05 (m, 1H), 3.97 (rs, 1H), 3.51 
(dd, J = 9.6, 3.8 Hz, 1H), 3.45 (dd, J = 9.6, 6.4 Hz, 1H), 3.41 
(s, 3H), 3.29 (dd, J = 12.8, 4.3 Hz, 1H), 3.14 (dd, J = 12.8, 
7.3 Hz, 1H), 2.70 (rs, 1H), 2.29 (s, 3H). 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 148.36; 139.15; 129.24; 118.85; 114.09; 110.46; 
75.03; 69.12; 59.33; 46.81; 21.71. 
LC-MS (ESI +) Izračunano za C11H18NO2 [M+H]
+ (m/z): 196,1 




4.17 Sinteza 5-(metoksimetil)-3-(p-tolil)oksazolidin-2-ona (21) 
 
V bučko smo zatehtali spojino 19 (0,640 g, 3,28 mmol, 1 eq) in jo raztopili v 50 mL 
MeCN. Nastali raztopini smo dodali kalijev karbonat (1,133 g, 8,2 mmol, 2,5 eq). 
Ohlajeni reakcijski zmesi (ledena kopel, 0 °C) smo dodali etil kloroformat (0,468 mL, 
4,92 mmol, 1,5 eq) ter mešali čez noč pri 90 °C. Zmesi smo uparili topilo in izvedli 
ekstrakcijo s 30 mL vode in EtOAc (3 × 30 mL), združili organske faze, jih posušili z 
Na2SO4, prefiltrirali ter uparili topilo. Čiščenje smo izvedli s kolonsko kromatografijo in 
mobilno fazo DKM/MeOH v razmerju 100/1. Na ta način smo izolirali 0,227 g čistega 
produkta 21 v obliki rumenega olja. 
IUPAC ime 5-(Metoksimetil)-3-(p-tolil)oksazolidin-2-on 21 
Molska masa 221,26 g/mol 
Izgled Rumeno olje 
Izkoristek 62,3 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 20/1, V/V) = 0,67 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7.38–7.41(m, 2H), 7.12–7.15 (m, 2H), 4.69 (ddt, J = 
9.0, 6.4, 4.5 Hz, 1H), 3.97 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 3.83 (dd, J = 
8.8, 6.5 Hz, 1H), 3.56–3.62 (m, 2H), 3.39 (s, 3H), 2.30 (s, 
3H). 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 154.63; 135.74; 133.48; 129.46; 118.17; 72.60; 
71.21; 59.51; 47.08; 20.67. 
HRMS (ESI+) Izračunano za C12H16NO3 [M+H]
+ (m/z): 222,11247 
Izmerjena vrednost: 222,11220 
IR (ATR) 2993, 2910, 2833, 1730, 1620, 1515, 1478, 1403, 1381, 1355, 
1310, 1280, 1227, 1214, 1190, 1133, 1120, 1065, 1043, 984, 
946, 804, 749, 724, 632, 505 cm–1 
HPLC tR = 5,210 min, čistost 98,1 % (220 nm) 
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4.18 Sinteza 5-(metoksimetil)-3-(m-tolil)oksazolidin-2-ona (22) 
 
Spojino 20 (0,882 g, 4,51 mmol, 1 eq) smo natehtali v bučko in jo raztopili v 50 mL 
MeCN, dodali kalijev karbonat (1,562 g, 11,3 mmol, 2,5 eq) ter ohladili na 0 °C. 
Reakcijski zmesi smo dodali etil kloroformat (0,645 mL, 6,77 mmol, 1,5 eq) ter mešali 
čez noč pri 90 °C. Postopek izolacije in čiščenja je identičen kot pri položajnem izomeru 
21. Izolirali smo 0,258 g čistega produkta 22 v obliki rumenega olja. 
IUPAC ime 5-(Metoksimetil)-3-(m-tolil)oksazolidin-2-on 22  
Molska masa 221,26 g/mol 
Izgled Rumeno olje 
Izkoristek 47,4 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 20/1, V/V) = 0,78 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7.36–7.38 (m, 1H), 7.29–7.32 (m, 1H), 7.22 (t, J = 
7.8 Hz, 1H), 6.92 (ddt, J = 7.5, 1.7, 0.9 Hz, 1H), 4.69 (ddt, J = 
8.9, 6.4, 4.5 Hz, 1H), 3.99 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 3.85 (dd, J = 
8.8, 6.4 Hz, 1H), 3.56–3.63 (m, 2H), 3.40 (s, 3H), 2.34 (s, 
3H). 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 154.55; 138.86; 138.19; 128.75; 124.70; 118.80; 
115.21; 72.57; 71.20; 59.51; 47.04; 21.56. 
HRMS (ESI +) Izračunano za C12H16NO3 [M+H]
+ (m/z): 222,11247 
Izmerjena vrednost: 222,11233 
IR (ATR) 2994, 2891, 2866, 2831, 1720, 1605, 1585, 1494, 1477, 1454, 
1401, 1361, 1315, 1283, 1235, 1192, 1170, 1129, 1101, 1063, 
1052, 954, 945, 879, 857, 782, 755, 723, 689, 667, 614 cm–1 





5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 KOMENTAR SINTEZE 
V sklopu večstopenjske sinteze smo pripravili derivata toloksatona, na katera smo kot 
elektrofilno bojno glavo pripeli vinil sulfon. Za primerjavo smo sintetizirali tudi dva 
analoga toloksatona z vinil sulfoksidom in dva derivata z metilno skupino. 
5.1.1 Pripenjanje hidroksietilnega fragmenta 
V prvi stopnji sinteze smo na 4-aminobenzentiol oziroma na njegov položajni izomer 3-
aminobenzentiol pripeli hidroksietilno verigo. To smo storili z dodatkom 2-kloroetanola 
oziroma 2-bromoetanola po SN2 mehanizmu nukleofilne substitucije. Zaradi boljšega 
izkoristka reakcije smo se pri sintezi meta položajnega izomera odločili za uporabo 2-
kloroetanola. Pri alkilaciji je potrebno za potek reakcije uporabiti bazo (NaOH ali 
K2CO3). Dodatek baze zagotovi, da tiolna skupina deprotonira, nastane nukleofilni tiolat, 
ki se nato veže na pozitivno polarizirano metilensko kislino ob halidnem atomu – kloru 
oziroma bromu. Pri omenjeni reakciji kot stranski produkt nastajata soli NaCl oziroma 
KCl, H2O, v primeru uporabe K2CO3 pa še CO2.  
5.1.2 Reakcija z epoksidom 
V drugi stopnji sinteze smo na predhodno sintetizirani spojini 1 in 2 (hidroksietilsulfida) 
z uporabo glicidil metil etra na primarno aromatsko amino skupino pripeli 
metoksipropanolni fragment. V omenjeni stopnji sinteze smo uporabili katalizator, s 
katerim pospešimo odpiranje epoksidnega obroča v glicidil metil etru. Preizkusili smo 
dva različna katalizatorja (Lewisovi kislini), in sicer SnCl4 × 5H2O ter LiClO4, pri čemer 
se je slednji izkazal kot bolj učinkovit. Pri uporabi SnCl4 × 5H2O je v reakcijski zmesi 
ostalo veliko nezreagirane izhodne spojine 1, zato je bil izkoristek reakcij precej slabši. 
Pomembna je bila tudi izbira ustreznega topila. Po opisanem literaturnem postopku (27) 
smo sprva uporabili topilo Et2O, v katerem pa izhodna spojina ni bila topna. Reakcijski 
zmesi smo zato najprej dodali etanol, s čimer smo uspeli raztopiti izhodno spojino, 
reakcija pa je potekla z zadovoljivim izkoristkom (68 %). Pri nadaljnjih ponovitvah 
sinteze in pri sintezi analogov smo se odločili za MeCN, ki je polarno aprotično 
nenukleofilno topilo s katerim smo zagotovili zadostno topnost izhodnih spojin, izognili 
pa smo se morebitnim stranskim reakcijam odpiranja epoksidnega obroča s šibko 
nukleofilnim topilom – etanolom. Izkoristki reakcij v tej stopnji so se gibali med 45 % in 
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70 %, pri čemer so bili izkoristki boljši pri spojinah s para substitucijo funkcionalnih 
skupin na benzenovem obroču. Kot stranski produkt smo identificirali spojino, pri kateri 
se je nukleofilni aromatski amin vezal na dva epoksida (Slika 11). 
 
Slika 11: Stranski produkt v drugi stopnji sinteze. 
5.1.3 Ciklizacija do oksazolidin-2-onskega obroča 
Tretja stopnja sinteze oziroma ciklizacija do oksazolidin-2-onskega obroča se je izkazala 
za najzahtevnejšo stopnjo sinteze, saj smo morali preizkusiti več sinteznih pristopov. 
Metoksipropanolni derivat 3 smo poskušali ciklizirati s pomočjo trifosgena. Pri tem smo 
kot topilo uporabili THF in trietilamin kot bazo ter vse skupaj mešali pri sobni temperaturi 
in prepihovali z argonom, da smo ustvarili inertno atmosfero. S pomočjo TLC analize 
smo potrdili, da je reakcija potekla, saj izhodne spojine ni bilo več prisotne. LC-MS 
analiza reakcijske zmesi pa je pokazala, da noben izmed nastalih produktov ni bil želeni 
oksazolidin-2-onski derivat. Ciklizacijo do oksazolidin-2-ona smo poskusili izvesti tudi 
z uporabo karbonildiimidazola, pri čemer smo sledili literaturno opisanemu protokolu 
(28). Kot topilo smo uporabili mešanico DKM in THF. Po TLC analizi smo lahko 
sklepali, da je izhodna spojina zreagirala v celoti, vendar je tudi tukaj LC-MS analiza 
razkrila, da nastali produkti niso ustrezali željenemu produktu. Pri tretjem sinteznem 
postopku pa smo kot donor karbonilne skupine uporabili etil kloroformat. Kot bazo smo 
uporabili K2CO3, ki nevtralizira pri reakciji sproščeni HCl. Reakcija poteka v dveh 
stopnjah, pri čemer v prvi stopnji kloroformat reagira z nukleofilnim sekundarnim 
aromatskim aminom in nastane karbamatni intermediat, katerega identiteto smo potrdili 
z LC-MS analizo. V drugi stopnji pri segrevanju alifatski primarni alkohol napade 
karbonilno skupino karbamata, izstopi molekula etanola, nastane pa oksazolidin-2-onski 
obroč (Slika 12).  
 




Za pomembno sintezno stopnjo se je izkazala tudi oksidacija sulfida. V prvem koraku 
oksidacije atom žvepla napade kisik peroksida. Prekinitev peroksidne vezi povzroči 
nastanek hidoksida in sulfoksida, ki je protoniran na atomu kisika. Po protonski izmenjavi 
dobimo sulfoksid in vodo (Slika 13) (29). 
 
Slika 13: Mehanizem nastanka sulfoksida, prirejeno po (29). 
V drugem koraku je potrebna uporaba kisline, oksidacija pa poteka po enakem 
mehanizmu, kot oksidacija sulfida v sulfoksid. V kisli raztopini pride do napada peroksi 
aniona na atom žvepla (Slika 14) (29).  
 
Slika 14: Mehanizem nastanka sulfona, prirejeno po (29). 
Predhodno sintetizirani spojini 5 in 6 smo poskušali oksidirali s pomočjo različnih 
oksidantov, pri čemer je bila ponovno pomembna prisotnost katalizatorja. Kot neuspešni 
sta se izkazali kombinacija perjodove kisline (H5IO6)/FeCl3 ter H2O2/MeReO3. Pri prvi je 
poleg sulfona in sulfida nastalo večje število stranskih produktov, pri slednji kombinaciji 
pa reakcija sploh ni potekla (ta neuspešna postopka v eksperimentalnem delu nista 
podrobneje opisana). Ob prisotnosti katalizatorja natrijevega volframata dihidrata in H2O2 
kot oksidanta nastaja pretežno sulfon, brez katalizatorja pa nastane tudi sulfoksid, ki je 
prav tako šibko elektrofilen. Za pomemben dejavnik v tej stopnji sinteze se je izkazala 
tudi uporaba ocetne kisline kot topila, saj je za dober potek reakcije potrebno ustvariti 
kislo okolje. V primerih, ko ocetne kisline nismo dodali, je v reakcijski zmesi ostalo 
precej nezreagirane izhodne spojine. Pri sintezi sulfonskega fragmenta smo uporabili 
kombinacijo predhodno sintetizirane spojine 5 ali 6, ocetno kislino, ki tukaj služi tudi kot 
topilo, H2O2 in natrijev volframat dihidrat. Pri sintezi spojin s sulfonskim fragmentom so 
bili izkoristki reakcij zelo visoki in sicer okoli 90 %. Za sintezo spojin s sulfoksidnim 
fragmentom smo uporabili enako kombinacijo reaktantov kot pri sintezi spojin s 
sulfonskim fragmentom, katalizatorja pa nismo dodali. Prav tako je bilo pomembno, da 
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smo reakcijsko spremljali s TLC-jem, saj je kljub temu, da nismo uporabili katalizatorja, 
potekala oksidacija sulfoksida do sulfona. Izkoristki reakcij sinteze sulfoksidnega 
fragmenta so bili nižji v primerjavi z izkoristki reakcij sinteze sulfonskega fragmenta, 
gibali so se okoli 35 %. 
5.1.5 Sinteza mezilata  
Pri sintezi mezilata smo alkohole 7, 8, 11 in 12 raztopili v DKM ter jim dodali bazo 
trietilamin ter metansulfonil klorid. Pri reakciji metansulfonil klorida z alkoholi v 
prisotnosti ne-nukleofilne baze prihaja do nastanka metansulfonatov. Nastajanje 
metansulfonatov poteka po mehanizmu, pri katerem metansulfonil kloridu najprej 
eliminira Cl ion po E1 mehanizmu, tvori se visoko reaktivni sulfen (CH2SO2), kateremu 
sledi napad alkohola in hiter prenos protona (Slika 15) (30, 31).  
 
Slika 15: Mehanizem nastanka mezilata, prirejeno po (30). 
Z vezavo metansulfonata s hidroksilno skupino nastane mezilat, ki se v naslednji stopnji 
sinteze lažje eleminira in tako se tvori vinilni fragment. Surovi produkt smo brez 
predhodnega čiščenja uporabili neposredno v naslednji stopnji reakcije. 
5.1.6 Eliminacija mezilata ter nastanek vinilnega fragmenta 
V zadnji stopnji sinteze smo izvedli eliminacijo mezilata (spojine 7, 8, 11 in 12) z 
namenom tvorbe vinilnega fragmenta. Najprej smo odparili DKM in ga nadomestili s 
THF, šele nato smo dodali kalijev terc-butoksid. DKM je nekompatibilen z močnimi 
bazami, saj lahko zaradi možne eksotermne reakcije pride do vžiga (32). Z dodatkom 
kalijevega terc-butoksida povzročimo, da pride do eliminacije mezilata po E2 mehanizmu 
in tvorbe vinilnega fragmenta (Slika 16). Izkoristki reakcij so se gibali okoli 50 %. 
 
Slika 16: Mehanizem nastanka vinilnega fragmenta. 
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5.2 REZULTATI BIOKEMIJSKEGA VREDNOTENJA 
Končnim spojinam smo z biokemijskim testiranjem ovrednotili zaviralno aktivnost na 
encimih hMAO-A in hMAO-B. Dobljeni rezultati so podani v obliki rezidualne aktivnosti 
(RA) pri koncentraciji zaviralca 100 µM in 30 minutni predinkubaciji. RA, izražena v 
odstotkih, predstavlja razmerje med aktivnostjo encima, ko je prisoten zaviralec, in 
aktivnostjo encima brez zaviralca. Spojinam, katerih RA je bila manjša od 50 %, smo 
določili tudi vrednost IC50, ki predstavlja koncentracijo zaviralca, pri kateri se aktivnost 
encima zmanjša za 50 %. Izmerjene vrednosti RA in IC50 so zbrane v Preglednici I na 
naslednji strani.  
Preglednica I: Rezultati biokemijskega testiranja spojin. 
Oznaka spojine Struktura 
hMAO-A 
RA [%] pri 100 µM 
30 min predinkubacija 
hMAO-B 
RA [%] pri 100 µM 




23,2 ± 1,2 % 
IC50 = 32,66 ± 3,03 µM 
















2,4 ± 0,1 % 
IC50 = 3,35 ± 0,20 µM  
48,6 ± 0,1 % 






1,8 ± 0,2 % 
IC50 = 2,30 ± 0,17 µM 




20,9 ± 0,2 % 
IC50 = 30,59 ± 2,16 µM 
55,9 ± 0,6 % 
 
Na podlagi rezultatov biokemijskega testiranja smo ugotovili, da imajo derivati s para 
substitucijo funkcionalnih skupin (spojini 10 in 14) močnejše zaviralno delovanje na 
hMAO-A v primerjavi z meta analogi (spojini 16 in 18). Prav tako spojine s para 
substitucijo funkcionalnih skupin izkazujejo večjo selektivnost za izoformo hMAO-A v 
primerjavi z meta analogi. Spojini 16 in 18, meta vinil sulfoksid in meta vinil sulfon, sta 
popolnoma neaktivni. Poleg tega lahko vidimo tudi, da je pri para substituiranih analogih 
močnejši zaviralec vinil sulfon 10 (RA = 23,2 ± 1,2 %, IC50 = 32,66 ± 3,03 µM), vinil 
sulfoksid 14 pa je neaktiven (RA = 55,9 ± 0,6 %).  
Glede na strukturo in velikost aktivnega mesta hMAO-A bi pričakovali, da bodo meta 
analogi boljši zaviralci. S para substitucijo je celotna molekula veliko bolj linearna, kar 
ne ustreza teoriji o selektivnosti za hMAO-A, saj je aktivno mesto hMAO-A v primerjavi 
s hMAO-B bolj sferične oblike. Očitno pa sferičnost molekule nima takega vpliva na 
selektivnost, saj so tudi znani selektivni zaviralci MAO-A, kot sta klorgilin in 
cimoksaton, po svoji strukturi bolj linearni. To si lahko razložimo z dejstvom, da 
iztegnjeni del spojine gleda izven aktivnega mesta, proti Cys321 in Cys323, ki smo ju 
želeli ciljati z elektrofilnim vinil sulfonom.  
Pri sintezi analogov učinkovine toloksaton smo ugotovili, da imata spojini 22 in 21 (oba 
metilna analoga) precej boljše zaviralne lastnosti v primerjavi s toloksatonom. Vrednosti 
RA in IC50 spojin 22 (RA = 1,8 ± 0,2 %, IC50 = 2,30 ± 0,17 µM) in 21 (RA = 2,4 ± 0,1 
%, IC50 = 3,35 ± 0,20 µM) za izoformo hMAO-A sta nižji v primerjavi s vrednostmi za 
toloksaton (RA = 20,9 ± 0,2 %, IC50 = 30,59 ± 2,16 µM). Za močnejšo zaviralno aktivnost 
spojin 22 in 21 je ključna zamenjava polarnega hidroksimetilnega fragmenta na 
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oksazolidin-2-onu z bolj lipofilnim metoksimetilnim fragmentom, kar najbrž izboljša 
interakcije v sicer relativno hidrofobnem aktivnem mestu hMAO-A.  
Najboljšo zaviralno aktivnost izmed vinilnih derivatov ima spojina 10 (23,2 ± 1,2 %, IC50 
= 32,66 ± 3,03 µM) in je povsem primerljiva z aktivnostjo učinkovine toloksaton (20,9 ± 
0,2 %, IC50 = 30,59 ± 2,16 µM), ki je služila kot primerjava za naše sintetizirane spojine. 
Spojina 10 svojega zaviralnega učinka ne doseže s kovalentno vezavno v aktivno mesto 
encima hMAO-A, kot smo to načrtovali. To smo dognali na podlagi testa reverzibilnosti, 
pri katerem smo kot kontrolni spojini uporabili klorgilin (ireverzibilen zaviralec hMAO-
A) in harmalin (reverzibilen zaviralec hMAO-A). Na Sliki 17A vidimo, da se aktivnost 
hMAO-A po 30-minutni predinkubaciji s spojinami 10, 21 in 22 in nato 100-kratnem 
redčenju zmesi vrne na skoraj 100 %, kar pomeni, da je vezava omenjenih spojin v 
aktivno mesto encima hMAO-A reverzibilna. Pri spojinah 21 in 22 je bilo to pričakovano, 
saj sta nimata prisotnega elektrofilnega fragmenta, ki bi lahko reagiral s cisteinoma 321 
in/ali 323. Pri spojini 10, ki vsebuje elektrofilen vinil sulfon, pa smo pričakovali, da se 
aktivnost encima ne bo vrnila na 100 % kot je to vidno pri kontrolnemu ireverzibilnemu 
zaviralcu klorgilinu. Povrnitev aktivnosti v testu redčenja ob hkratnem zaviranju encima, 
ki ni časovno odvisno (ni odvisno od časa predinkubacije – 5, 15 in 30 min, slika 17B), 
nakazuje, da vinil sulfon ni reagiral s cisteinoma, spojina pa zavira hMAO-A kot klasičen 
reverzibilen nekovalenten zaviralec. 
 
Slika 17: A) Aktivnost encima hMAO-A v testu reverzibilnosti in B) graf časovne odvisnost 





V sklopu magistrske naloge smo uspešno sintetizirali derivate toloksatona z vinil 
sulfonom kot kovalentno bojno glavo. Poleg vinil sulfonskih derivatov smo uspeli 
sintetizirati tudi meta in para položajna izomera z vinil sulfoksidom. Za ključno stopnjo 
sinteze se je izkazala oksidacija sulfida, saj je bilo za potek reakcije potrebno ustvariti 
kislo okolje z dodatkom ocetne kisline. Poleg tega je bil za sintezo vinil sulfona potreben 
dodatek katalizatorja (natrijev volframat). Na podlagi dobljenih rezultatov biokemijskega 
testiranja na izoliranih hMAO-A in hMAO-B smo ugotovili, da so spojine, ki vsebujejo 
para substitucijo funkcionalnih skupin na benzenovem obroču močnješi zaviralci hMAO-
A, kot spojine z meta substitucijo funkcionalnih skupin.  
Kot najbolj obetavne so se izkazale spojine 10 z IC50 = 32,66 ± 3,03 µM , 22 z IC50 = 
2,30 ± 0,17 µM in 21 z IC50 = 3,35 ± 0,20 µM, vendar pa nobena od spojin svojega 
delovanja ni dosegla s kovalentno vezavo v aktivno mesto encima hMAO-A. 
Nekovalentno inhibicijo smo pri spojinah 21 in 22 pričakovali, saj sta analoga 
toloksatona, ki je reverzibilen zaviralec hMAO-A; pri spojini 10 pa smo zaradi prisotnosti 
vinil sulfonske bojne glave pričakovali ireverzibilno kovalentno inhibicijo hMAO-A. 
Biokemijsko testiranje na izoliranem encimu je za ta derivat pokazalo, da deluje kot 
reverzibilen nekovalenten zaviralec. Zaključimo lahko, da smo sintetizirali spojine, ki 
selektivno zavirajo hMAO-A, pri čemer je to zaviranje reverzibilno. V nadaljnjih korakih 
sinteze potencialnih kovalentnih zaviralcev hMAO-A, ki bi se vezali na nekatalitična 
cisteina 321 in/ali 323, bi bilo smiselno uvesti še druge literaturno opisane elektrofilne 
bojne glave, ki ciljajo sulfhidrilno skupino aminokisline cistein. V veliko pomoč pri 
strukturno podprtem načrtovanju pa bi bila tudi razrešena kristalna struktura kompleksa 
toloksatona v aktivnem mestu encima hMAO-A, saj bi tako lahko lažje načrtovali, na 
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